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La pr6sente invention a pour objet un precede de detection et de 
5 comptage de microorganismes dans un echantillon ainsi qu'un milieu 
d'enrichissement selectif du nnicroorganisme recherch6. 

La prdsente invention s'appJique a la detection de microorganismes teis 
que Listeria monocytogenes. Salmonella, Staphylococcus aureus, Escherichia coli, 
Mycobacterium avium paratuberculosis et Legionella pneumophila, Cette detection 
JO est effectude preferentielJement par cytometric en flux a partir d'ecliantillons d'une 
quelconque nature tels que les ^chantillons alimentaires, solides, liquides, v^g^taux, 
animaux... ainsi que des ^chantillons de tissus animaux et, en particulier, humains. 

Les contaminations microbiennes dans IMndustrie agroalimentaire sont 
une preoccupation majeure, car elies sont a Porigine d'importantes degradations et 
15 d'une immobilisation des marchandises dans Taltente d*une analyse lib^ratoire. Les 
criteres attendus des analyses mJcrobiologiques sont de deux ordres. D*une part, il 
faut pouvoir contrdler le plus precisement possible I'etat de la contamination, ce qui 
necessite d'avoir des methodes d'analyses trds sensibles et discriminanles. D'autre 
part, ces m^lhodes doivent etre rapides pour permettre une liberation anticipee des 
20 lots de production, et doivent rendre possible une analyse microbiologique 
predictive. 

Le critere de rapidity est determinant si I'on veut eviter de 
commercialiser un produit a risque, Les analyses classiques necessitent toujours un 
temps d*incubation tres long par rapport aux exigences d'une production 
25 alimentaire. De plus, elles ne prennent pas en compte les bactdries qui ont perdu leur 
aptitude h se multiplier, alors que celles-ci conservent des activit^s m^taboliques 
susceptibles de se r^veiller ^ la faveur d*un dv^nement particulier tel que la remontee 
en temperature suite a une rupture de la cbaine du froid ou le passage dans 
I'organisme du consommateur. 
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Par ailleurs, dans renvironnement, la rapidite et la sensibilite des 
methodes d'analyses microbiennes appHquees aux eaux techniques ou de 
consommation sont determinantes, ces eaux pouvant contaminer directement les 
personnes (eaux de consommation) ou indirectement par pollution de 
5 renvironnement (legionnelles dans Fair ciimatise, contamination des surfaces en 
contact avec les aliments). 

Parmi les techniques microbiologiques classiques pour la detection et le 
comptage des microorganismes, la culture en boite de P^tri est tres largement 
utilis^e. 

JO La m^thode de comptage sur boite de Petri, est la methode 

conventionnelle d'estimation des populations microbiennes. La croissance et la 
division sont les fondements de cette methode d'analyse microbiologique pour 
rechercher les bact^ries viables. Dans ce cas, la cultivabilite est associee k la 
viability. La cultivabilit^ en fait, est definie par la capacity d*une seule cellule a 

15 donner une population observable oxi visible a la surface d'une boite de culture. 

Cette technique est utilisee depuis des d^cennies et a notamment montr^ 
son efficacite dans la protection de la sant^ des personnes a un cout relativement 
faible. Ces dernidres ann6es, de nombreuses innovations ont port^ sur la conception 
des milieux de culture (milieux chromogenes), Pautomatisation de la preparation des 

20 milieux de culture, la dilution de I'^chantiilon broye dansle milieu, Ttolement et le 
comptage des colonies sur boite de P^tri (Garcia-Armesto et al.^ 1993). Cependant, 
eile est defaillante sur deux aspects. Tout d'abord, elle estpeu sensible car, dans son 
principe, elle n^cessite de faire pousser les bacteries sur des milieux nutritifs dans 
une boite de Petri, lesdits milieux nutritifs dtant d'une efficacite variable pour la 

25 pousse selective des germes, en fonction du produit agroalimentaire teste. Ensuite, la 
culture en boite de Petri necessite que les germes recherches soient dans des 
conditions physio logiques optimales pour pouvoir pousser dans un milieu nutritif 
selectif. Or, il n'est pas rare que des bacteries pr^sentes initialement dans un 

echantillon-nc.3oienLpIus-d6tectabIes par les-tcchniques classiques de miccobiologie, 
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a savoir par la culture dans des milieux standards, et ceci peut s'expliqiier de deux 
fa9ons : soit les bact^ries sont mortes a la suite d'un stress Irop important (choc 
thermique, osmotique, manque de nutriments...)? soit elles ont perdu leur capacity ^ 
proliferer dans les milieux de culture standard ; on dit alors que les bacteries sont 

5 viables mais non cultivables (Barer et aL, 1999). II est done important de pouvoir 
detecter ces bacteries dans un echantillon. 

Recemment, il a ete montr^ que quelques espdces cultivables dc 
bacteries, lorsqu*e!!es sont soumises a un manque de nutriments ou a un autre stress 
physique (thermique, hydrique,...), peuvent entrer dans un 6tat de survie cellulaire 

W dans lequel elles ne sont pas d^tectables par des tests de cultivabilit^ (par exemple 
par culture sur boTte de Petri). 

C'est pourquoi, les techniques d'amplification de TADN, qui apportent 
une plus grande specificity vis-a-vis des microorganismes recherch^s et qui sont ^ 
automatisables, ont 6i€ d^velopp^es. Ces techniques consistent en la detection de . 

15 sequences nucI6otidiques sp^cifiques d'un microorganisme (apres amplification .5^2 
g6nique). Cette approche ne permet cependant pas encore de compter les |. 
microorganismes dans un Echantillon. -.v 

En terme de sp6cificite, les sondes gen^tiques (ADN, ARN, PNA, 
molecular beacons...) sont une alternative a I'utilisation d'anticorps fluorescents. 

20 Ces sondes doivent etre marquees a Taide d'un fluorochrome et s'hybrider sur les 
acides nucleiques des cellules etudiees sans que celles~ci n'aient ^te lys^es au 
prealable : 11 s'agit alors d 'hybridation in situ. Dans ce cas, les sondes utilis6es 
ciblent TARN 16S ou 23S, ce qui permet k la fois d'assurer la specificite de la 
detection et d'augmenter le signal lie au nombre de copies de cet ARN dans la 

25 cellule (Moter et al, 2000). 

D*autres techniques, telles que les methodes immunologiques (dont les 
methodes Elisa) consistent en la detection k Taide d*anticorps des antigenes 
microbiens, par luminescence ou fluorescence.. Si ces methodes sont facilement 
automatisables et sensibles, elles donnent une information restreinte puisqu'elles ne 
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permellent pas de compter les microorganismes presents. De plus, ces methodes sont 
parfois critiquees sur leur specificite, les anticorps utilises pouvant presenter des 
spectres de reconnaissance d'antigenes microbicns (rop restreints (Tortorello ef ai, 
1994), 

5 Quelles que soient les methodes employees, elles ndcessitent toutes une 

phase d'enrichissement des bact^ries recherchees pour obtenir une scnsibilild et une 
specificite acceptables. 

Les analyses cytom^triques, dont la cytometric en flux n'est qu'un 
exemple, presentent Pavantage de permeltre une detection directe des germes qui 

10 sent, au pr^aiable, marques par une molecule fluorescente. De plus, ce marquage 
peut rendre compte de la viability de la bact^rie. La detection par un cytom^tre en 
flux est directe et quantitative et ne prend que quelques minutes. 

La cytometric en flux, par son succes d'adaptation a la biologic 
medicale, est tres bien positionn^e pour une a<laptation a Tanalyse microbiologique a 

J 5 haut debit (Alvarez-Barrientos et al, 2000; Davey et ah, 1996). Une des 
caracteristiques techniques de la cytom^trie en flux est qu^elle peut permettre, en 
moins de 24 h/ 48 h, des analyses de populations definies par des caracteristiques 
particulieres de croissance (coliformes f^caux k 44^C, flores psychrophiles), qui 
apres enrichissement dans un bouillon s^lectif, peuvent ^tre detectees directement 

20 par cytometric en flux, au lieu d*attendre qu 'elles poussent sur un milieu sp^cifique. 

Ces dernieres ann^es, de nombreux cytometres commerciaux 
inutilisables pour la detection des microorganismes ont et^ d^velopes pour Panalyse 
des cellules eucaryotes. Mais revolution des photomultiplicateurs, 1 introduction des 
lasers et Pamelioration des systemes optiques (focalisation, cellules d'analyses en 

25 quartz) permettent aujoiird'hui ^ la plupart des cytomdtres de quantifier des bacteries 
et des virus (Salzman et al, 1982, Steen et al, 1986). Le progrdjs le plus significatif 
a consist^ en Tadoption d'une mesure de la taille des cellules procaryotes ou 
eucaryotes analys^es, par une photodiode tout d*abord, puis par un 

photomultipljcateur.-Ainsi,-il-est- d^sormais possible de s61ectionner-pour Tanalyse - 
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de !a fluorescence (5mise una populalioii .cellulairc de taille definie (les 
microorganismes par exemple). La fenetre d'analyse ainsi creee permet done de 
concentrer la puissance d'analyse du cylomelre sur des evenements predefinis, 
pemiettant d'obtenir une bonne difftrenciation entre le signal de fluorescence emis 

5 par le microorganisme et le bruit de fond de la matrice. 

Les marqueurs fluorescents utilises marquent des populations 
niicrobiennes dans leur globalit^ et sont d'un spectre d'action large : des intercalants 
de I'ADN, des marqueurs de potentiels membranaires ou de Pactivit6 respiratoire 
des bact^ries (Lopez-Amoros et al, 1995 ; Grepori et al, 2001). Aux signaux de 

JO fluorescence est associ^e la mesure de la taille et de la granulosity du contenu 
intracellulaire. L'utilisation de molecules fluorescentes pour detecter des 
microorganismes viables par cytomdtrie en flux est a present bien connue (Davey et 
al, 1996 ; Nebe-von Caron et al, 1995). Le principe est de ddtecter une activity 
enzymatique presente chez tous les microorganismes. Ce sont dans tous les cas des . 

15 activites a spectre tres large et essentielles h la survie cellulaire. De multiples 

exemples sont decrits dans la litterature, les plus pertinents sont les substrats , > 
permettant de mettre en evidence I'ensemble des activites est^rasiques comme la 
fluoresc^ine-di-ac^tate (FDA) ou son homologue la carboxy-fluoresc6ine-di-ac^tate 
(CFDA)(Breeuwere/a/., 1995). 

20 Drocourt et al (PR 2 764 305) decrivent un proced^ de marquage de 

tous les microorganismes viables (marquage FDA et CFDA) dans un echantillon 
complexe, bas^ sur la detection des activites est^rasiques et surtout la suppression k 
Taide d'un contre-colorant de Tautofluorescence de rechantillon. 

Breeuwer et al (WO05/00660) decrivent un precede de mesure de la 

25 viability des microorganismes dans un echantillon, en utilisant des marqueurs 
fluorescents. Le proc^d^ consiste k mesurer le temps requis pour qu'il se produise 
une perte de la moiti^ de la fluorescence emise par ces microorganismes. 


• M 
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Inoue e/ al. (EP 1 203 825) iitilisent la polymelhine pour reveler une 
activite reductrice des ions nitrites dans les microorganismes. C'est une activity 
ccliulaire a priori detectable chez toutes les bacteries. 

Rocco ei qL (WOOO/34509) utilisent des anlibiotiques sur lesquels sont 
5 greffes des moMcules fluorescentes pour reveler les microorganismes. 

Fazzi et al (WOOO/067065) ont mis au point une methode qui permet de 
differencier les bacteries selon leur coloration de Gram, en utiiisant un melange 
d'acridine orange et de fluoresceine. La detection des populations microbiennes 
marquees se fait alors par cytometrie en flux. 
^0 Jespersen et al, {WO02/00036) ont egalcment d^veloppd une methode de 

coloration de Gram basde sur Tutilisation de molecules reconnaissant des differences 
structurales entre les bacteries a Gram positif (structures glycanniques a la surface 
des cellules) ou n^gatif (presence du lipopolysaccharide). Ccpendant, cette methode 
ne permet pas la mesure de la viabilit6 des bacteries. 

Pyle et al (W095/31481) utilisent le CTC comme moMcule revelatrice 
de I'activite respiratoire des microorganismes. Cette d^ection est coupl^e h un 
enrichissement immuno-magn^tique et/ou a une detection immimologique a Taide 
d'anticorps marqu^ k la fluorescein e. 

Cependant, les marqueurs fluorescents de viability cit^s ci-dessus ont un 
20 spectre beaucoup trop large pour apporter la specificity ndcessaire i la detection de 
microorganismes speciflques. 

L'association des technologies de biologic moMculaire (utilisation de 
sondes nucieotidiques marque'es en fluorescence) a la cytometrie en flux est une 
piste qui a ete engagee assez recemment (Amann etol, 1995 ; Wallner et al, 1995). 
25 Cependant, si elle fonctionnc bien pour des microorganismes a Gram 
n^gatif. des rccherches sont encore necessaires pour marquer specifiquement les 
bacteries a Gram positif Vlieger et al (1992) d^crivent Putilisation de la cytometric 
en flux pour detecter les acides nucleiques amplifies par PGR par hybridation desdits 
fragments a-des-billes; ■ ■ . — - 
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La cytomelrie en flux a notaminent 6i6 utiJisee pour denombrer les 
bact^ries totales ou les levures dans du lait et des preparations de viandes, du lait 
fermentc, des vegetaux surgeles ou du lait cm. Les marqueurs utilises sont des 
marqueurs de viabilite (Breeevver et a!., 1995). A ce premier critere de selection sont 

5 ajoutes les criteres morphologiques de taille et dc structure, qui sont analysables par 
cytometric en flux. 

La detection plus sp^cifique de microorganismes (genres et especes) 
dans les aliments conceme en parlicuHer les flores pathogenes telles que Salmonella, 
Listeria monocytogenes, Escherichia coli 0157 :H7, Staphylococcus aureus, 

JO Brucella abortus (McClelland et al.^ 1994 ; lannelH et al.y 1998 ; Pinder et aL, 
1994 ; Skjerve et aL, 1990, 1991 ; Tomayasu et aL, 1998 ; Tortorello et al, 1998). 
Les marqueurs fluorescents utilises pour une identification des genres bact^riens -j^ 
demeurent les anticorps, pour lesquels les protocoles sont nombreux et vari6s, mais 
peu sensibles s'ils sont utilise en direct sur les produits. En effet, la numeration . .v 

15 d'un petit nombre d'6v5nements cellulaires dans un aliment est difficile, k cause de § 
la presence d*un bruit de fond important du a la matrice et k la flore endogdne, et au 
choix du marqueur fluorescent pour obtenir une reelle infonnation sur la viability ^ 
des cellules. Ainsi, 11 est recommand^ de multiplier les marqueurs fluorescents 
(anticorps, sondes stoechiometriques, intercalants de I'ADN, substrats 

20 enzymatiques...) pour discriminer entre une bacterie et des particules ifluorescentes 
entre des especes dc bacteries differentes. 

Pour ameliorer la detection du genre et de Tesp^ce bacterienne, la 
separation immunomagnetique a €i6 utilisee avec succ5s pour s^parer des 
microorganismes patliog^nes d*une matrice alimentaire complexe. Les societes 

25 Dynal (Oslo, Norvege) et Vicam (Watertown, USA) commercialisent des billcs 
magndtiques sur lesquelies sont greffSs des anticorps qui reconnaissent des bacteries 
pathogenes. Cependant, des applications conventionnelles n^cessitent toujours un 
6talement sur boite de P^tri apr^s incubation dans un milieu d'enrichissement 
s^lectif, et parfois des tests de confirmation. Cela reside essentiellement dans le 
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manque de selectivile des anticoqps utilises ou des interactions non specifiques de la 
flore naturelle avec le support de la bille magnetique (Tomayasu et al., 1998). Par 
ex em pie, il est reconnu que des souches de Vibrio parahaemolyfici/s peuvcnt 
s'adsorbcr a la surface des billes magnetiques de maniere non-specifique et que cette 
5 capacite d 'adsorption est d^pendante de Tidentite des souches de Vibrio, Des 
ameliorations de structure de ces billes paramagn Cliques ont consist^ a encapsuler la 
bille dans une structure chimique moins reactive avec le milieu (encapsulated 
nanobeads, Estapor). 

La sdparation immuno-magnetique a montre son efficacit^ a r^cuperer 

10 des cellules eucaryotes a partir de liquides, mais aussi a isoler des microorganismes 
a partir d'dchantillons aussi varies que des aliments, du lait, des feces (Grant e( aL, 
1998 ; Skjerve et a!., 1990, 1991, Pinder et al, 1994 ; Sec et al. 1998) Des billes 
paramagnetiques presentant a leur surface des anticorps dirig^s contre des antig^nes 
de la surface membranaire sont commercial is^es. Elles permettent de concentrer des 

15 bacteries a partir d'un ^chantillon complexe, ameliorant la sensibilitc des techniques 
utilisees ult^rieurement comme la PCR, Phybridatton de sondes nucldiques, 
rimmunofluorescencc et la cytom^trie en flux. Cette immuno-concentration r^alisde 
par I'isolement des bacteries fixees aux billes sur la paroi d'un tube permet dans un 
meme temps d'6Iiminer les agents inhibiteurs presents dans Techantillon. Elle 

20 constitue de plus une phase selective. 

L'utilisation de I 'immunofluorescence coupI6e ^ la cytometric en flux 
repond bien a ce probleme de sp^cificite. Les propri^tes immunologiques des 
bacteries pathogenes des aliments sont connues depuis longtemps et largement 
utilisees dans des tests de detection rapides. Ces anticorps specifiques marques au 

25 FITC ont ete utilises pour marquer des Salmonelles ajout^es dans des echaniillons de 
I ait et d'oeufs ou dans des eaux de rin9agc de carcasses de poulets contamin^es 
(McClelland ct al. 1994). Le couplage immunofluorescence et cytometric en flux a 
6galement 6t6 appliqu^ pour d6tecter Escherichia coli 0157:117 dans des 
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echanti lions de viand e artificiellement contamin^s apres destruction de )a (lore 
naturelle (Seo e/ a/. 1998). 

Cependant, dans tous les cas, un pre-traitement de F^chantillon est 
necessaire avant 1' analyse (traitement chimique ou immu no-separation) et le seuil de 
5 detection ne descend pas en dessous de 10 000 cellules/g de produit, ce qui est trop 
eleve par rapport aux exigences relatives a la detection des bactdries pathogenes 
dans les aliments. 

Forrest et al J 979 (US 4,141,687) et Ilhakissios et al 1978 (US 
4, 11 5,534) d^crivent la synthase de particules magn^tfques perniettant par couplage 
10 de molecules de reconnaissance d'extraire par I'application d'un champ magnetique 
des molecules, des cellules eucaryotes ou procaryotes d'un melange complexe. 

Coulter Electronics (UK 1,561,042) d^crit Putilisation de la cytometrie 
en ilux pour isoler et analyser des particules et des cellules lides h ces particules. 

Finder et al (WO98/20214) ont d6velopp6 des billes magn^tiques de 
15 taille inftrieure a 1 micron (100 nm 6tant la taille pr6feree), qui sont fluorescentes. 
L*interet d'utiliser de telles billes pour extraire et marquer des micro-organismes 
reside dans leur petitesse. II n'est pas necessaire de d^crocher lesdites billes des 
micro-organismes pour pouvoir les d6tecter par cytometrie en flux. 

Pyle et al (WO 95/31481) utilisent des billes magn6tiques pour 
20 concentrer des bact^ries a partir d'un echantillon complexe. Ces bact^ries sont alors 
marquees cn vert par un anticorps fluorescent (fluoresceine par exemple) et Pactivite 
respiratolre des cellules est detectee par le CTC (Cyano Tetrazolium Chloride) qui 
induit une fluorescence rouge chez les cellules, la detection se faisant par 
microscopie de fluorescence. 
25 Senyei et al (EP/0016552) ont grefK sur des billes magnetiques la 

proteine A (qui peut se iier a de nombreux anticorps) pour ensuite recupdrer des 
cellules ayant a leur surface un anticorps lie. 

Vesey et al (W096/31777) analysent par cytometrie en flux les 
complexes form^ par des billes de latex fixdcs a des micro-organismes par 
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rintermediaire d'anticorps fluorescents. Us decrivent I'utilisalion d*un anticorps 
fluorescent pour marquer les micro-organismes qui ont 6l€ extraits de I'dchantillon 
par voie immuno-magndtique. 

Portin el al. (W099/47933) utiliscnt des billes de latex de taille 
5 comprise entre 0,08 et 0,5 micron sur Icsquelles sont greffes des anticorps 
reconnaissant des cellules. II se forme ainsi des complexes observables par 
cytometric en flux, selon les caract^ristiques de taille et de structure. 

La detection de microorganismes dans un echantillon peut 6galement 
etre realisee par la detection d'activites enzymatiques sp^ciJfiques, par I'utilisation de 

10 substrats chromog^nes ou fluorescents. La revue de Manafi (2000) est une mise a 
jour assez complete des strategies utiiis^es pour identifier les micro-organismes sur 
la base de la presence ou non d'activit^s enzymatiques particulieres dans le micro- 
organisme. Les principales elds dichotomiques sont la mise en evidence d'activites 
esterasiques particulieres (qui n^hydrolysent que des acides gras dont la longueur de 

IS la chaine aliphatique est definie), glycosidiques (hydrolyses de differents sucres), 
phosphatases et sulfatases. Les substrats utilises comportent une partie cible, qui est 
reconnue par I'enzyme recherchee, et une partie marqueur. Cette partie marqueur 
lorsqu*elle est lide k la cible n*emet de signal visible (chromogene ou fluorescent) 
qu'apres hydrolyse de la liaison marqueur-cible. Les modes de revelation les plus 

20 repandus, de ces activates metaboliques sont Paddition de ces substrats dans des 
milieux de culture. Les substrats, lorsqu'ils sont assimiies par les micro-organismes 
k rinterieur d'une colonie, sont responsables d*une coloration de celle-ci. La 
combinaison des milieux seiectifs et des substrats (un ou plusieurs par milieu) 
permet d'obtenir une identification precise du micro-organisme recherche, par 

25 I'observation de la forme et de la coujeur de la bactcrie. 

Ainsi, pour qu'il y ait coloration d'une colonie sur un milieu 
chromogene, il faut que le substrat soit expulse a Texterieur du microorganisme, a 
rinterieur do la colonie. 
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Schabert el aL (W099/48899) d^crivent une voie de synthese pour un 
substrat fluorescent (sous excitation UV) peimettant de rdveler Tactivit^ phosphatyl- 
inositol sp^cifiquc de la phospholipase C. Ce substrat (comportant la 4- 
mi^thylunibelliferone comme molecule fluorescente) est utilise dans la conception de 
5 deux milieux de culture permettant d'identifier Listeria monocytogems et Bacillus 
cereits. Ce substrat n'est cependant pas assez speciflque d'un genre bactdricn pour 
etre utilise dans le cadre de la presente invention. 

Conrad et aL (WOOO/03034) ont mis au point des substrats fluorescents 
comportant Pesculine comme molecule fluorescente. Les methodes de detection et 
10 Tutilisation precise de ces substrats pour identifier les microorganismes ne sont pas 
d^crites. 

Berg et al. (US 5,292,644) d^crivent Tutilisation de la 4- 
m6thylumbeIliferone-3-D-galactosidase, qui est excitable par les UV (A.exc=365 
nm), pour d^tecter chez les bact^ries Tactivit^ galactosidase, que ces micro- 

75 organismes soient cultiv6s en milieu liquide ou solide. La detection se fait par 
excitation de la methylumbelliferone par les U.V. 

Nelis et al (WO 98/13515) decrivent I'utilisation de substrats 
chromogenes ou fluorescents consecutivement a une excitation par les U.V,, qui 
permeltent de mettre en Evidence les activites beta-D-galactosidase ou bcta-D- 

20 glucuronidase chez les micro-organismes. La technique d6crite se limite a la 
detection desdits microorganismes, marques sur des milieux de culture sol ides ou 
retenus sur un filtre. 

Rambach Alain (WO 00/53799) utilise les substrats glucose et phosphate 
grefTes a des molecules chromogenes pour detecter dans un milieu sp^cifique 

25 contenant de la deferoxamine. Staphylococcus aureus. La detection repose sur 
Tobservation de composes chromogenes dans la colonic bact^rienne, des composes 
qui sont expulses par les bacteries a I'lnt^rieur de la colonie. L'identification de 
Staphylococcus aureus est bas^e sur I'observation de composes chromogenes 
r6sultants de Taction des enzymes phosphatase et glucosidase. 
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Cooke e/ al, (WO 00/41409) marquent sp^cifiquemenl les Salmonelles a 
Taide d'un substrat chromogene speciflque des activites octanoate-esterases (ou 
caprylate-estdrase) dudit micro-organisme. L'ulilisation de Pactivite caprylate- 
esterase comme moyen d' identification de Salmonella est decrite depuis de 

5 nombreuses anndes (Humbert et al. 1989) et montre peu d'efflcacite lorsqu'elle 
couplde avec des milieux de culture solides. Dans la demande de brevet de Cooke el 
al., un substrat permettant de detecter la P-D-galaclosidase est ajout6 au milieu afin 
d'obtenir une plus grande specificity. 

La pr6sente invention se propose de remedier aux inconv^nients de Tart 

20 anterieur en proposant un procede de detection et de numeration ou comptage de 
microorganismes dans un ^chantillon solide ou liquide dans des conditions de temps 
et de spdcificites netlement am^lior^s. 

Dans le cadre de la pr&ente invenlion, la recherche de microorganismes 
peut etre realisee h partir d'echantillons d'origine agroalimentairej tels que des 

J5 produits cames, des ovo produits, des eaux, des produits laitiers y compris le lait, 
des jus de fruits, des produits v^getaux et de leurs derives, ainsi qu'a partir 
d'^chantillons d'origine animale y compris humaine, tels que tout type de tissu, des 
ftces et du sang. 

Le procdde de I' invention comprend notamment trois etapes s^lectives et 
20 sp^cifiques du microorganisme recherche dans un echantiMon, a savoir : 
I'enrichissement siSIectif du microorganisme en question, Tactivation dudit 
microorganisme dans un milieu conditionnant et le marquage fluorescent dudit 
microorganisme. 

En fait, le procedd de detection et de numeration ou de comptage de 
25 microorganismes dans un echantillon conforme a I'invention, comprend 5 etapes 
dont certaines peuvent etre concomitantes et dont Tordre peut varier en fonclion du 
microorganisme recherche. 

Le procede de detection conforme a Tinvention comprend les Stapes de : 
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a) enrichissement selectif du microorganisme recherche dans 
• rechantillon, 

b) conditionnement dudit microorganisme, 

c) concentration immunomagn^tiqiie du microorganisme conditionn^, 
5 d) marquage fluorescent du microorganisme concentre, et 

e) detection et analyse de la fluorescence. 

L'un des objectifs de la presente invention est de palier le manque de 
sensibility et de sp^cificite des m^thodes de detection de microorganismes de Part 
ant^rieur et !e proc^d^ conforme a IMnvention permet d*obtenir des seuils de 

10 detection tres faibles, de Pordre de 10 & 100 niicroorganismes/g d'^chantillon, c'est- 
a-dire des seuils 100 h 1 000 fois plus faibles que ceux de i'art anterieur. 

Un autre objectif de I'invention est de permettre une detection des 
microorganismes en moins de 24 heures, ce qui est notamment obtenu par une etape 
d'enrichissement et de conditionnement du microorganisme recherche en moins de 

75 18 heures, un marquage fluorescent en moins de 3 heures, et une detection par 
cytom^trie en flux en quelques minutes. 

La premiere 6tape du proc6d6 conforme k IMnvention est une ^tape 
d'enrichissement selectif du microorganisme recherche dans Techantillon, cette 
etape ayant un double but. EJle permet non seulement la multiplication dudit 

20 microorganisme mais egalement permet la revivification dudit microorganisme dans 
le cas ou celui-ci est par exemple stress^. Cette etape d'enrichissement est realisee 
dans une composition comprenant des nutriments adapt^s a la culture du 
microorganisme recherche sur une duree de 8 a 15 h. Cette composition comprend 
egalement des agents charges de detruire les esp^ces reactives a Toxygdne et les 

25 agents anti-oxydants qui pourraient etre presents dans Techantillon. 

Cette composition est egalement destinee h rendre ou maintenir une 
certaine viabilitd au microorganisme dont le critere de cultivabilite est 
momentanement perdu pour diverses raisons, suite h un stress quelconque tel qu'un 
traitement thermique par exemple. 
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L'interSt d'une te!Ie demarche est de pouvoir ensuite detecter et compter 
les microorganismes en question afin de les prendre en compte dans Panaiyse de 
r^chantilJon car de tels microorganismes sont susceplibles de se «r6veiller» 
ulterieurement k la faveur d'un evenement particulier, tel qu'un changement de 
5 temperature, et dcvient alors un danger pour la sante du consommateur ou peut 
donner lieu a une sous-estimation du niveau de contamination ou d'infection dudit 
echantillon. 

Selon un mode de realisation prefer^ de Tinvention, la composition mise 
en oeuvre dans I'etape d*enrichissement selectif du microorganismc recherche dans 
JO I'echantillon comprend : 

- du pyruvate de sodium a une concentration comprise entre 1 a 20 g/L, de 
. preference entre 1 a 10 et plus preferentielJement 4^6 g/L, 

- du thiosulfate de sodium A une concentration comprise entre 0,5 et 5 g/L, de 
pr^Krence entre 0,5 et 3 g/L et plus pr^fdrentielJement encore environ 2 g/L, 

- de la catalase k une concentration comprise entre 500 et 20 000 u/L, de 
pr6f^rence entre 2 000 et 8 000 u/L et plus pref^rentiellement encore environ 
5 000 u/L. 

Outre les deux buts que se propose d*atteindre la susdite composition, 
elle peut egalement permettre de detruire les flores competitives du microorganisme 
20 recherche si une telle demarche s'impose en fonction de Tdchantillon ou dudit 
microorganisme. Ainsi, la composition conforme k J 'invention peut comprendre en 
outre au moins un agent antimicrobien. 

Par agent « antimicrobien » ou « agent selectif », on entend tout compost 
capable de detruire ou inhiber les flores competitives du microorganisme recherche. 
25 II est a souligner que ledit agent antimicrobien ou selectif peut etre un antibiotique. 

Bien evidemment, la formulation antimicrobienne ainsi ufilisee 
(comprenant au moins un agent antimicrobien) est sp^cifique du microorganisme 
recherche. 
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En effet, une des 6tapes ulterieures dii precede conforme a i'invcntion 
consiste en la detection d'au moins unc activity sp^cifique du microorganisme 
recherche par fluorescence et par consequent, ladite fluorescence doit etrc limitee a 
Tactivit^ recherch^e. 

J De plus, les agents antimicrobiens peuvent jouer un role sur la 

modification de rintegrite membranaire des microorganismes cibles et done sur des 
param^tres mesurables comme le potentiel membranaire, le potcntiel 
d'oxydor^duction ou les activitds deshydrogenases. Par exempie, les agents 
antimicrobiens utilises pour s6Iectionner des Listeria sont composes d'au moins la 
10 polymixine B, I'ofloxacine, ramphotericine B et la 5-fluorocytosine. Les agents 
sdlectifs de SalnioneUa sont constitues de vert brillant et de sulfapyridine. Les agents 
selectifs de Siapliylococcus aureus comprennent de la glycine, du chlorure de 
lithium et de la d6feroxamine. La selection des Eschrichia coU se fait par les scls 
biliaires. Les agents selectifs de Mycobacterium avium paratuberculosis 
15 comprennent de la vancomycine hydrochloride et Pacide nalidixigue. Les 
antibiotiques selectifs de Legionella pneumophila sont constitufe du melange 
polymixine B, vancomycine, cycloheximide. 

Par « conditionnement » du microorganisme recherche dans un 
echantiilon selon le procede de Tinvention, on entend « induction » ou « activation » 
20 d'au moins une activity ou propriety specifique dudit microorganisme. Cette etape 
est importante et est destinee k permettre la detection de Tactivit^ ou de la propriete 
specifique en question par un marquage fluorescent. 

Par exempie, le conditionnement du microorganisme recherche pcut 
consister en Tinduction d'une activity enzymatique caracteristique du 
25 microorganisme recherchd et il resulte de Tajout au milieu d'enrichisscment du 
microorganisme d*un substrat non fluorescent specifique de ladite enzyme. 

II est a souligner que le conditionnement peut comprendre I'induction 
d'une ou de plusieurs activit^(s) enzymatique(s). 
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Les subslrats non fluorescents specifiques dcs enzymes recherchees sont 
par exemple : Pisopropyl-P-D-thiogalactopyranoside, le m^libiose- mcthyI-3-D- 
galactopyranoside pour activer la P-D-galactosidase, par exemple le methyl-a-D- 
galactopyranoside pour induire Ta-D-galactosidase, le p-nitrophenyl-p-D- 

5 glucuronide, Tisopropyl-p-D-glucuronide, ou le methyl-P-D-glucuronide sodium 
pour induire la glucuronidase, le m6thyI-P-D-glucoside, la cellobiose et la salicine 
pour induire la P-Dglucosidase, le m^lhyl-caprylate pour induire la capr>'late 
esterase, le 4-nitrophenyl-palmitale, le methyl-palm itate pour induire la palmitate 
esterase, i'acide 2-m^thyl-propioniquepour induire la propionate esterase. 

JO Selon un mode pref^rentiel de mise en oeuvre de la presente invention et 

dans le cas ou le conditionnement consiste en I'induction d'au moins une activity 
enzymatique-sp6cifique du microorganisme recherche, les dtapes a) et b) du procede 
de I'invention peuvent etre r^alisees simultan^ment. La sensibilite et la rapidite de 
Tanalyse peuvent s'en trouver am^liorees. Dans ce cas, la dur^e totale de ces deux 

J5 phases realisees simullanement est comprise entre 6 h et 48 h, de prefiSrence 12 h et 
24 h et plus prdferentiellement encore entre 1 5 et 1 8 h, 

Dans le cas ou le microorganisme recherche dans I'^chantillon est une 
bact^rie Gram*, I'^tape de conditionnement peut dgalement comprendre une etape 
d'induction d*au moins un antig^ne de surface caract^ristique ou specifique dudit 

20 microorganisme comprenant I'ajout au milieu d^enrichissement du microorganisme 
d'un extrait de levure a une concentration comprise entre 5 et 50 gfL^ de preference 
entre 1 0 et 20 g/I^ et plus preferentiellement encore environ 10 g/L. 

L'induction d*au moins un antig^ne de surface, dans le cas ou le 
microorganisme recherche est une bact^rie Gram"^, en plus de I'induction 

25 enzymatique, s'explique par le fait qu'il est impossible, selon I'art anterieur, de 
r^aliser un tji immunomagnetique a I'aide d'anticoi-ps dirig^s centre des antigenes de 
la membrane et de la paroi cellulaire. Sous des conditions classiques de culture, les 
bacteries h Gram* synth6tisent une capsule exopolysaccharidique pour se proteger 
a'urie agression exteneure,'ce~qui'fiiasque lcs"aniTgeiies dFlFpafoTccIlulaire et dela' 


ler depot 


membrane, les rendant inaccessibles a des anticorps. C'est la raison pour laquelle, 
selon un mode preferentiel de mise en oeuvre de la pr^ente invention, Tinhibition de 
la synthese de celte capsule est realis6e par Pajout au milieu d'enrichissement d'un 
extrait de levure, activant ainsi Texpression d'antigenes de membrane et de la paroi 
5 rendus ainsi accessibles a des anticorps. 

L'^tape de concentration immunomagnetique du microorganisme 
recherche est reaJisee a partir du milieu do conditionnement. La concentration 
immunomagnetique consiste, par le biais d'une reaction antigene-anticorps, a 
concentrer iedit microorganisme a partir du milieu de conditionnement. 

10 L'anticorps mis en contact avec le microorganisme recherche est dirig^ 

vers un antig^ne sp^cifique dudit microorganisme tout en 6tant grefTd sur une bille 
magnetique. Ensuite, les complexes billes-anticorps-microorganismes sont separes 
du milieu et le microorganisme est ensuite scpare du reste du complexe. 

Cette ^tape de concentration immunomagnetique peut etre realis^e avec ^ 

75 les billes Dynabeads® selon les recommandations du foumisseur, a Texception du 
volume d'echantillon qui est double. La reaction peut ^galement §tre realis^e avec 
les billes ii^es de fa9on covalente a des anticorps (secondaires) dirigds centre les 
anticorps (primaires) de lapin (Dynabeads MP-280 sheep anti-rabbit IgG). 

A titre d'exemple, le protocole mis en oeuvre peut 6tre le suivant : un 

20 volume de 1 a 50 ml d'echantillon, de preference 1 a 5 mJ, preferentiellement 2 ml, 
est mis en contact pendant 30 min a temperature ambiante avec 1 h 250 |.ig, de 
preference I h 50 |ag, preferentiellement de 10 ng d'anticorps dirige contre la 
bacterie recherchee. Une quantite de billes Dynabeads {Listeria, Salmonella,.,) 
comprise entre LIO^ et 250.10^ de preference entre 10.10^ et 20.10^ 

25 preferentiellement 10.10^ lavees en PBS (14190-094, Invitrogen S.a.r.l) / BSA (ID- 
BIO Sa) 0,1% au prealable, est ajoutee et Tensemble est incube 30 min a 
temperature ambiante sous agitation douce et reguliere. A I'aide d'un concentrateur 
de particulcs magnetique (MPC~E, Dynal Biotech SA ou tout autre appareil de tri 
magiietique), les billes sont recuperees sur la paroi des microtubes par elimination 
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du liquide residue!. EHes sont ensuite lavees dans un volume de PBS et recup^rces h 
nouveaii a i'aide du concenlrateur de particules. 

A Tissue de la reaction d*immuno-concentration, les billes sont reprises 
dans 225 \x\ de PBS. Les bact6ries sont ensuite decrochees des billes. Le 
5 concentrateur magnetique sert ensuite a elimincr les billes et le surnageant de 
decrochage contenant les bact^ries concentr^es est r^cupere dans un tube de 5 ml 
pour subir la reaction de marquage fluorescent. 

L'^tape d'immuno-concentration, outre le fait de concentrer les bacteries 
d'interet et done d'augmenter d'un facteur 10 la sensibilite de detection, permet 
JO d'eliminer les bacteries ayant pu se developper dans le milieu d'enrichissement et/ou 
conditionnement malgr^ les elements sdlectifs. 

Selon un autre mode de realisation de Tinvention, I'anticorps grefTe sur 
la bilic magnetique est dirige contre un anticorps Iui-m6me dirige contre un antigene 
specifique du microorganlsme recherche. En d'autres termes, une premiere reaction 
IS antigene-anticorps est r^alis^e par la mise en contact du microorganlsme recherche 
avec un anticorps dit «primaire» dirig^ contre un antigene specifique de ce 
microorganisme et une seconde reaction antigene-anticorps est realis^e par la mise 
en contact de I'anticorps « primaire » avec un anticorps dit « secondaire » greffd sur 
une bille magnetique et dirig6 contre ledit anticorps primaire. 
20 Selon un mode de r^lisation pr^ftre de la presente invention, les billes 

magn^tiques pr^sentent un diam^tre compris entre 1 et 20 pm, de pr<Sf6rence entre 2 
et 8 |4m. Plus pr6f6rentiellement encore, les billes mises en ceuvre dans les exemples 
ont, comme indiqu^, un diametre de 2,8 jim ou 4,5 pxn. 

La taille des billes mise en ocuvre dans la pr&ente invention est 
25 importante car elle doit permettre I'extraction des bacteries de milieux complexes 
avec une grande efficacit^. Dans Part ant^rieur, des billes pr6scntant un diametre tres 
inftrieur a celui des billes de Finvention ont etd utilisees (nanobilles) mais les 
Inventeurs ont constate que celles-ci donnaient lieu a un bruit de fond beaucoup trop 
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important ne permeltant pas clairement de distinguer les microorganismes des autres 

elements du milieu. 

Le marquage fluorescent des microorganismes recherchds, de preference 

obtenus apr^s concentration immunomagnetique, est realise par Tajout au milieu 
5 contenant lesdits microorganismes d'au moins un substrat comprenant une partie 

spdciflque de Pactivite enzymatique a reveler et une partie marqueur. 

Par le choix de ccs substrats, selon qu'il y ait utilisation ou non par le 

microorganisme, il est possible de diff^rencier et de caract^riser des especes ou sous 

especes d'un genre microbien donn6. 
10 Selon un mode de realisation prefer^e de I'invention, la partie marqueur 

est constitudc par un marqueur fluorogene excite k 488 nm, pouvant 6tre constitue 

par l*un des constituants suivanls : la fluoresc^ine, la phycoerythrine, la cyanine et 

Tesculine. Dans le cas oti plusieurs substrats sont mis en ceuvre, chacun d'eux peut 

comprendre une partie marqueur differente de la ou des autres partie(s) marqueur, de 
75 fafon par exemple k exprimer plusieurs couleurs de fluorescence. 

Dans le cadre de la pr^sente invention, il est important que la 

transformation du substrat ait lieu a I'interieur de la bactdrie de fa9on a ce que le 

produit fluorescent reste a Fintdrieur de cclle-ci. Le marqueur fluorogene doit done 

§tre retenu dans la cellule. 
TO Selon un autre mode de realisation de I'invention, la partie du substrat 

specifique de Pactivite enzymatique a reveler est constituee d'un acide gras, d'un 

ose, d'un phosphate, d'un sulfate. 

Les acides gras sont caracterises par une chaine carbonnee de longueur 

comprise entre 2 et 20 atomcs de carbones. Preferentiellement, le substrat est choisi 
25 dans le groupe comprenant la fluoresceine-di-caprylate, la fluoresceine-di-palmitate, 

la fluoresceine-di-dibulyrate, la fluoresceine-di-dicaproate, la fluorescejne-di- 

dilaurate, la fluoresceine-di-propionate, la 5(6)-carboxy-dichloro-fIuoresceine- 

diacetate. 
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Les OSes sont des pentoses on des acides glucuroniques. 
Prdferentiellement, le substrat est choisi dans le groupe comprenant la fluoresceinc- 
di-P-D-galaclopyranoside, le fluoresceine-a-D-galactopyranoside, la fluoresceine-di- 
P-D-glucopyranoside, le fluoresceine-di-P-D-mannopyranoside, le fluoresceine-di-P- 
5 D-fucopyj-anoside, le fluoresceine-di-p-D-N-acetylgalactosaminide, le fluoresc^inc- 
di-P-D-N-acetylglucosaminide, le fluoresceine-di-P-D-xyloside. 

Preferentiellement, les substrats phosphate et sulfate sont la fluoresceine- 
diphosphate et la fluoresceine-disulfate respectivement. 

Preferentiellement, les substrats fluorescents permettant de detecter les 
JO activites esterases, osidases, phosphatases, ou sulfatases sont ajout^s aux milieux de 
conditionncmcnt a une concentration comprise entre 0,1 \iM et 1 mM, de preference 
IpMalOO^M. 

A titre d'exemple, les substrats suivants sont particuiierement 
interessants : 

J15 - le 5,6-carboxy-dichloro-fIuoresceine-cIiac6tate pour rdvdler la forte 

activity esterasique de Listeria monocytogenes, et les conditions acides du contenu 
intraceilulaire de cette bact^rie ; 

- le fluoresc^ine-di-beta-D-glucopyrannoside pour reveler Pactivite b€ta- 
D-glucoside de Listeria monocytogenes, ladite activite dtant amplifj^e chez Listeria 

20 monocytogenes par Padjonction du substrat saJicine pr^fdrentiellement dans le 
milieu de condftionnement k la concentration de 1 ilO mM ; 

- la fluoresc^ine-dipropionate pour r^v^ler Pactivit^ propionate esterase 
de Listeria monocytogenes ; I'induction de cette enzyme est r^lis^e par Pajout de 
Pacide 2-methyI-propionique pref(Srentiellemcnt dans le milieu de conditionncmcnt k 

25 la concentration de I a 10 niM ; 

- la fluoresceine di-phosphate comme rdvelateur de Pactivite 
phosphatase alcaline chez Siaphylococciis aureus y une repression do Penzyme chez 
les Staphylococcus non-aureus peut etre realisdc par Pajout de phosphate 
mbrganique a \)^5Vo dansle mHieu'de conditidnnement ; 
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- I'acide fluoresc^ine-di-beta-D-glucuronique comme revelateur de la 
glucuronidase chez Escherichia coli ; une induction de renzyme cliez le micro- 
organisme est realisee par I'ajout de 4-nitroph<$nyl-beta-D-gIucuronide de 1 a 10 mM 
dans le milieu de conditionnement ; 

5 - la fluoresceine-di-palmitate comme revelateur de la palmitate esterase 

chez Mycobacterium avium paratiiberculosis, une induction de I'enzyme chez le 
micro-organisme est realisee par I'ajout de 4-nitrophenyl palmitate ou mdthyl- 
palmitate de 1 a 10 mM dans le milieu de conditionnement ; 

- la fluorescdine-di-caprylate comme revdlateur de la caprylate esterase 
10 chez SalmojwHa^ une induction de Tenzyme chez le microorganisme est r^alis^e par 

Pajout de m^thyl-caprylate de 1 ^ 10 mM dans le milieu de conditionnement. 

Les ructions enzymatiques peuvent se produire dans une gamme de 
temperature variant de 25 a 45*'C selon les niicroorganismes, a Tabri dc la lumiere et 
pour une duree n'excedant pas 1 h. Sitot la reaction de marquage achev^e, les 

15 microorganismes sont stockes a 4**C pour limiter leur ddveloppement et surtout 
empScher Pefflux de marqueur k Texterieur du microorganisme. 

Par ailleurs, il est intdressant de souligner que lorsque P6tape de 
conditionnement du proc6de conforme k 1' invention consiste en une etape 
dMnduction d'au moins une activite enzymatique specifique du microorganisme 

20 recherche, r<5tape de concentration immunomagndtique peut avoir lieu avant Petape 
de conditionnement du microorganisme en question, ou apres Tetape de marquage 
fluorescent du microorganisme. 

En d*autres termes, r^tape de conditionnement du microorganisme 
recherche peut avoir lieu dans un milieu comprenant ledit microorganisme 

25 prealablement concentre de fagon immunomagnetique, et done I'etape de marquage 
fluorescent interviendra apres I'etape de conditionnement ; mais il est dgalement 
possible d'envisager que I'etape de marquage fluorescent du microorganisme 
intervienne immediatement apr^s i*etape de conditionnement et que la concentration 


1 er depot 


22 

immunomagnetique du microorganisme n'intervienne qu'apr^s ledit marqiiage 
fluorescent. 

Selon un mode de realisation preferee de !'invention> la detection et 
i'analyse de la fluorescence permettant la numeration ou ie comptage des 
microorganismes recherch6s est r^alis^e par une technique clioisie dans le groupe 
comprcnant : la cytometrie en flux, la cytomelrie sur filtrc et la microscopic de 
fluorescence, la cytomdtrie en flux etant preferee. 

La cytometrie en flux s'est en fait averee particulierement interessante, 
en tant que demidre etape du procede confonne a Tinvention, afin depouvoir rendre 
un rdsultat d*analyse fiable et rapide, c'est-a-dire en 24 h, voire 1 2 h. 

La cytometrie en flux a connu recemment, en microbiologie, plusieurs 
developpements : le denombrement des microorganismes totaux . en„ utllisant des 
marqueurs celiulaires non specifiques, la detection et I'idenlification de 
microorganismes a I'aide de marqueurs specifiques (immunoglobulines ou 
marqueurs genetiques) couples k des fluorochromes (Robinson J. P., J 999). 

De plus, cette technique s'applique parfailement bien aux diflerents 
types d*echanti lions mentionnfe ci-dessus mais trouve egalement des applications 
dans le diagnostic veterinaire et les analyses environnementales. 

Chez Panimal contamine par des microorganismes pathog^nes, la 
presence de ces derniers peut etre reveiee de manidre directe, ou indirecte. La voie 
directe consiste a detecter dans des biopsies ou des tissus, lesdits microorganismes 
par culture dans un milieu adapte (boite de Petri) ou a detecter par des methodes 
ELISA des antigenes microbiens ou la recherche de sequences cibles dans TADN. 
La voie indirecte consiste en Ja detection des anticorps diriges centre les antigenes 
microbiens qui sont produits en reponse a T infection de I'animal par ces 
microorganismes. Le but est de diagnostiquer le plus precocemcnt possible retat 
sanitaire d'un animal, pour eviter que celui-ci ne contamine le reste du troupeau, Les 
methodes d'analyses doivent done etre rapides et precoces dans le stade de 
- developpement4e-la-maladier Ainsi,-il faut ameiiorer la detection des bacteries qui 
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poussent tres ientement dans un milieu de culture (exemple dcs mycobacteries) ou 
dont la propagation dans un cheptel est tres rapide et passe parfois inaper^ue au 
cours de ce que Ton appelle une phase asymptomatique (paratuberculose ct maladie 
des muqueuses bovines). 
5 Comme pr^cedemraent indique, Ics echantillons susceptibles d'etre 

analyses par !e proced^ conforme a T invention peuvent etre d'origines tres diverses 
mais dgalement de consistance et/ou de nature tres diverses. Ainsi, les 
caracteristiques physiques dudit ^chantillon peuvent necessiter une etape prealable 
aux Stapes a), b), c), d) et e) du procdde de T invention. Plus particuH^rement, il 
10 s'agit d'une etape de filtration de P^chantillon a analyser. 

Dans le cas par cxenriple ou I'^chantillon a analyser est un echantillon 
solide^ semi-solide ou constitu6 d'un Hquide trouble, ladite filtration, appelee 
dgalement broyage, est r^alisiSe au inoyen d*un filtre dont la porosit6 est comprise 
entre 20 et 150 microns, de preference entre 30 et 100 microns et plus 
75 pr6ferentiellement encore d'environ 63 microns. 

A titre d'exemple, la Gltration des Echantillons sol ides peut etre r^alisee 
dans un sac plastique dans lequel est insure sur toute sa surface un filtre pleine page 
en plastique presentant la porositd ci-dessus mentionnde. 

Dans le cas ou IMchantillon a analyser par le procede conforme a 
20 rinvention est constitu6 d*un Hquide clair, il peut etie filtr^ sur une membrane 
presentant une porositE comprise entre 0,2 et 10 jim, de preference 0,2 et 5 |Lun et 
plus prefdrenticllement encore entre 0,2 et 0,5 ^m. 

La pr6sente invention conceme Egalement un milieu d'enrichissement 
sdlectif d'un microorganisme recherche dans un echantillon comprenant une 
25 composition nutritive permettant la multiplication dudit microorganisme, une 
composition de revivification dudit microorganisme, et eventueJlement une 
composition de destruction des flores comp^titives dudit microorganisme. 

Selon un mode de realisation preffree de 1' invention, le milieu 
d'enrichissement comprend : 
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dii pyruvate de sodium a line concentration comprise entre 1 h 
20 g/L, do preference entre 1 a 10 g/L ct plus preferentiellement 
entre 4 a 6 g/L, 

du thiosulfaie de sodium h une concentration comprise entre 0,5 et 
5 g/L, de preference entre 0,5 et 3 g/L et plus preferentiellement 
encore environ 2 g/L, 

de la catalase a une concentration comprise entre 500 et 20 000 
u/L, de preference entre 2 000 et 8 000 u/L et plus 
preferentiellement encore environ 5 000 u/L. 
Le susdit milieu d'enrichissement du microorganismc recherche dans 
I'echantillon a analyser peut en outre comprcndre au moins un antibiotique. 

La presente description sera mieux comprise a la lumiere des exemples 
ci-apres. Ces exemples ne pr^cisent ni la nature, ni Torigine de rechantillon a 
analyser. lis identifient le microorganisme i-echerche et illustrent la detection de ce 
microorganime, etant entendu que le protocole d6crit est le m§me quelque soit la 
nature ou Torigine de Techantillon. Seule I'dtape de broyage ou de filtration de 
Pechantillon, pr^alablement k V6tape d'enrichissement, n'est pas decrite. 

EXEMPLES 

Exemple 1 : Detection de Listeria monocytosenes 

Procedure pour activer Penzyme bita-D-glucosidase et les antigenes 
de surface flageliaires 1 ct 4 de Listeria monocytogenes^ et detection par 
cytometrie. 

Listeria monocytogenes est un bacille Gram positif, catalase+, oxydase-, 
non sporule, non encapsuie, pathogene pour Thomme chez qui il est responsable de 
la listeriose, maladie pouvant provoquer des avortements, des septicemics et des 
mcningo-encephalites. 

11 fait partie du genre des Lis/eiia qui comprend 6 esp^ces 
{monocytogenesr ivanoviirinnoctta; welshimerrrseeligerr eVgrayfy, Les^ sonches'"de" 
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Listeria monocytogenes sont divis^es en 17 serotypes bases sur les anti genes 
somatiques (de 1 a 15) et flagellaires (de A E) dont 3 (1/2a, l/2b et 4b) 
rcpresentent 95 % des souches Isoldes et sont responsables des listerioses humaines 
(Swaminathan et al, 1995). 

5 Les caractdristiques de survie et de multiplication de cette bacterie 

expliquent sa large repartition. Eile peut se multiplier en Tabsence d'oxygene, a des 
pH pouvant aller de 5,6 a 9,6 et a des temperatures comprises entre 1 et 45 ^C; elle 
resiste au sel (jusqu'a 20 % pour certaines souches), au dessechement et a la 
congelation. Enfin, elle peut former ou participer a des biofilms favorisant sa 

10 persistance malgre le nettoyage et la disinfection. 

Capable de persister dans des conditions hostiles pour la plupart des 
autres germes, elle est cependant assez peu competitive et est inhibie par les flores 
microbiennes complexes. Dans les matrices alimentaires, les Listeria monocytogenes 
sont parfois en tr^ faible nombre associees a une flore complexe compos6e souvent 

75 de streptocoques, enterocoques, microcoques. Bacillus sp.y Escherichia coli, 
Pseudomonos aeruginosa et Proteus vulgaris (Kramer et Jones, 1969). 

La transmission des Listeria se fait essentiellement par des aliments 
contaminds. La dose infectante ^ Torigine de cas cliniques est supdrieure k 100 
gennes par g ou par ml. 

20 L'enzyme p-D-glucosidase est presente chez toutes les especes de 

Listeria, mais seule I'espdce monocytogenes possede la phosphatidylinositol 
phospholipasc C (Notermans et al, 1991). L'activitd phosphatidylinositol 
phosphoiipase C est aussi retrouvde chez d'auties especes microbiennes comme 
Bacillus. 

25 Les caractdristiques des Listeria monocytogenes concemant la 

croissance, la sdrologie et la biochimie sont a Porigine de la definition du milieu 
d*enrichissement utilisd pour revivifier et multiplier les Listeria monocytogenes k 
partir d'dchantillons complexes tout en inhibant les bactdrics competitives, pour 
stimuler la production des antigdnes somatiques 1 et 4 et pour induire Pexpression 
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de I'enzyme p-D-glucosidase qui servira a la detection des bacleries par I'utilisatjon 
d'un substrat fluorescent. 

Le bouillon selectif utilise couramment pour Lis/eria esl Ic Fraser 1/2. La 
composition do ce milieu a servj de base pour noire bouillon en ce qui conceme la 
5 base d 'enrich issement non selective. A cette base est ajoutee un supplement de 
revivification qui permettenl de combler une carence du Fraser 1/2 : metlre en 
evidence des bacteries stressees. D'autre part un supl^ment d'induction d'activite p- 
D-glucosidase est ajout6. Le supplement selectif du Fraser 1/2 a ^te modifie pour 
etre efflcace sur Tensemble des produits complexes sur lesquels nous avons effectud 

JO la procedure complete de detection des Listeria monocytogenes. 

Une autre realisation particuliere pour Listeria monocytogenes consiste h 
activer Tenzyme propionate esterase par I'ajout d'acide propionique a 2 mM dans le 
milieu de conditionnement. Cette activite est absente chez les enterocoques, ou 
autres coques d Gram positif, qui peuvent se ddvelopper de mani^re non speciflque 

75 dans le bouillon. 

1) Compositions 

^. Base d'enrichissement jion sileciif. 

Tryptone peptone 5 a 15 g/L, concentration prdf^rde JOg/L, , Extrait de 
20 levure 5 ^ 15 g/L, concentration preferee lOg/L, Na2HP04 9,6 g/L, KH2PO4 
1 ,35 g/L, NaCI 1 0 a 30 g/L, concentration prdfer^e 2dg/L, 

La tryptone peptone et Textrait de levure sont la source d'azote, de 
carbone, de vitamines et de min^raux. lis permettent la production des antigdnes. Les 
sels de Na2HP04 et KH2PO4 permettent d'ajuster le pH du milieu a 7 +/- 0,2, pH de 
25 croissance optimum pour listeria et de tamponner le milieu au cours de 
Penricbissement. La forte concentration en NaCI a pour but d'inhiber Ics 
enterocoques, fiore souvent associ^e aux listeria qui prdsentent des caracteristiques 
communes avec elles notamment I'activite p-D-glucosidase. 


m • 
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i}. Supplement de revivification. 

Pyruvate de Na 1 a 10 g/L, concentration pr^feree 5 g/L, Thioglycolate 
deNa , 0,5 a SglU concentration pref^^r^ 2,5 g/L, Catalase 5 000 u/L 

Le pyruvate et le thioglycolate de Na est ajoute pour participcr a la 
5 stimulation du metabolisme des organismes stresses. La catalase intervient dans 
relimination des especes reactives de Foxygene, toxiques pour Ics microorganismes 
et potentiellement presents dans les aliments. 

c. Complement induction de I 'activite P-D-glucosidase. 
Salicine de 1 a 20 mM, de pr^ftrence 2 mM. 
10 A rimage de certaines P-D-glucosidases de champignons (Birk et aL, 

1997 ; Perez-Pons J. A. 1995 ; Venturi et al. 2002) ou de bact^ries (Yang et al, 
1996), la p-D-glucosidase de Listeria monocytogenes est inductible. En absence 
d'induoteur pendant la phase d'enrichissement Factivitd enzymatique est ^. 
ind^tectable. i 
IS La salicine est un substrat de la p-D-glucosidase ; sa presence dans le 

bouillon d'enrichissement permet I'induction de Pexpression de cette enzyme et sa 
detection par cytom^trie en flux, (ceilobiose ou m6thyl-p-Dglucoside peuvent 
6galement §tre utilises). 

d Complement d'induction de Vactivite propionate esterase 
20 Acide 2-methyl-propionique, de 1 ^ 20 mM, concentration pr^Kr^e 

2mM. 

La presence dc Pacide 2-m6thyl-propionique dans le bouillon de 
conditionnement pemiet dMnduire Tactivite propionate esterase de Listeria 
monocytogenes y en vue de sa detection par un marquage fluorescent et cytom^trie en 
25 flux. 

e. Complement selectif. 

Polymixine B 5mg/L, Ofloxacine Img/L, Amphotericine B 2 mg/L, 5- 
Fluorocytosine 4 mg/L. 
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La polymixine B est un antibiotique bactericide actif sur Ics bacteries 
Gram negalif, agissant notamment sur Escherichia coU et Psendomortas oentginosa. 
L^ofloxacine complete raction de la polymixine B sur les bacteries Gram negatif 
avcc une activite bactdricide entre autre sur Proteus vulgaris. Dans le Fraser 1/2, 
5 c'est le chlorure de lithium associe a I'acide nalidixique qui inhibent les bacteries ^ 
Gram negatif; ils n*ont aucun efTet sur Pseudomonas et Proteus. L'activite de 
Tofloxacine s'dtend 6galement sur certaines especes de streptocoques et 
staphylocoques. L'amphotdricine B est fongistatique ou fongicide selon les souches 
et la 5-fluorocytosine est fongicide. II n'y a pas de fongicide dans ia composition du 
10 Fraser 1/2. Certains produits, notamment les saucisses chipolatas sont chargees en 
levures qui interferent dans la reaction de detection par la beta-D-glucosidase. 
L'acriflavine inhibant les coques Gram positif n'est pas ajoute dans.le milieu de 
conditionnement, car il rend les elements du milieu fluorescents ce qui donne un 
bruit de fond sur les cytogrammes interferant dans la lecture de ceux-ci. Les coques 
15 les plus genantes pour notre procedure sont celles qui possedent I'activite P-D- 
glucosidase, ce sont les entdfocoques dont la pousse est inhibee par la forte 
concentration en NaCI du bouillon. L'^limination des faux positifs r&ultant du 
marquage de Tactivite glucosidase dans les coques a Gram positif peut se faire par 
une revelation de Pactivit^ propionate-esterase qui est absente chez les coques et 
20 activable chez Listeria monocytogenes, 

L'echantillon est dilud dans le bouillon sans le supplement selectif a 
raison d'un facteur 5 a 10 (p/p). La temperature d'incubation a utiliser est de 30X et 
le temps d^incubation de 1 2h. Au bout de 4h de revivification, le supplement selectif 
est ajoute, suit la phase d'enrichissement selectif de 8 h a 

25 

2) ImmuuoconccntratioJi 

La reaction est realisee avec des billes magndtiques (par exemple les 
Dynabeads^-Listeria Dynal Biotech, diam^tre de 2,8 \xm) selon les recommandations 
^u-fourmsseurpTTaisxeranticorps'n'estpas'speciricjue 




ler depot 


29 


DifTerents anticorps peuvent etre utilises sur les billes : 
- un anticorps speciflque « Listeria O antiserum poly Serotypes 1,4 » 
(reference 22302 J, BD Diagnostics Systems) speciflque des souches de Listeria 
monocytogenes responsables des listerioses humaines et qui expriment les antigenes 
5 de type I et 4, 

un serum spdcifique de Listeho monocytogenes developpe en 
inoculant des bact^ries inactiv^es k un iapin, lesditcs bact^ries ayant au prdalable ete 
cultiv^es dans le bouillon de conditionnement. 

Cette ^tape peut etre rfelisee indirectement avec une premiere reaction 
10 en presence d'un anticorps primaire (un des deux citds ci-dessus) non greffe sur des 
billes puis unc Immunoconcentratlon r^alisee avec des billes recouverles d'un 
anticorps secondalre reconnaissant Fanticorps primaire (par exemple Dynabeads M- 
280 sheep anti-rabbit IgG, diametre2,8 pn, reference 1 12-01, Dynal Biotech). 

15 3) Marquage cnzytnatique 


21884, Fluka Sigma-Aldrich Chimie S.a.rJ) est pr^par6 dans du dimethyl formamide 
ta concentration de 10 mM, puis dilu6 h 10 dans du PBS. La reaction de 

70 marquage se fait avec 25 \x\ de la dilution ajoutds au sumageant de decrochage de 
rimmunoconcentration pendant 15 min a 37^C. Au cours de la reaction, la 5(6)- 
carboxy-dichloro-fluorescein est libdr^e dans le microorganisme et devient 
fluorescejite. Cette moI6cule k la particularite d'emettre une fluorescence verte dans 
des gammes de pH acide (Nedergaard et aL, 1990), 

25 Ce marqueur presente une specificity vis a vis de Listeria 

monocytogenes par rapport k de nombreuses souches lorsqu'il est utilise a la 
concentration de 1 yxM finale (Sahnonella, Staphylococcus aureus, Escherichia coli, 
Proteus vulgaris. Bacillus sp.. Yersinia alvei). [I s'agit sans doute d'une particularite 
de cette bact^rie, lide au fait qu *eJle poss^de une activite esterase plus forte que pour 


a. Detection d'une activite esterasique. 
' Le substrat 5,6-carboxy-dichloro-fluoresc6ine-diacetate (reference 
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les aulres esp^ces de Listeria ; particularite qui se double d'un pH intracellulaire 
plus acide (nos observations). S'ii est choisi pour faire la ddtection des Listeria par 
cytometric en flux, la salicine n'est pas utile pour le milieu d'enrichissement. 

b. Detection de I 'activUe p-D-glncosidase. 

5 Le substrat fluoresceine di-p-D-glucopyranoside est prepare a 20 mM 

dans un melange HoO/DMSO/ethanol 8:1:1 selon la procedure recommand^e par 
Molecular probes pour la FUiorescein-di~P-D-gaiactoside. 11 est dilue a 4 mM dans 
H2O avant utilisation a 500 pM final. 

Lcs bact^ries recuperees par immunoconcentration sont permeabilis^es 

30 par addition de 15 pi dMsopropanol suivie d'une courte incubation de 5 minutes k 
2VC avant I'addition du substrat. La reaction enzymatique est effectu^e a 37°C 
pendant 1 Ji, puis placee a 4**C immediatement. 

c. Detection de I 'activiie propionate esterase, 

Le substrat fiuoresceine-dipropionate est pr^par^ a une concentration de 
15 10 mM dans du DMSO lOmM. II est ajout6 a i'^chantillon de maniere k ce que la 
concentration finale du substrat soit 100 pM fmale. L'^chantillon est alors incube 15 
min k puis place a 4 **C immediatement dans Tattente de Panalyse. 

Exeiwplc 2 : Pdtecrion de Salmonella. 

20 Procedure pour activer Tenzyme caprylate esterase, Texpression des 

antig^ncs de surface Salmonella, et detection par cytometrie. 

Daniel E. Salmon, v^tdrinaire aux Etats-Unis, a decouvert la premiere 
soiiche de salmonelle en 1885. On en connait aujourd'hui 2 213 et la liste n*est pas 
close. Les salmonelles sont des bacilles h Gram negatifs anaerobics falcultatifs, 

25 (oxydase (-), catalase (+), asporules), qui r^duisent les nitrites en nitrates et 
fermentent le glucose. Le genre Salmonella comprend plus de 2500 serotypes dont 
une cinquantaine sont vraiment importants dans nos regions. La formule antig^nique 
est basee sur la nature des antigenes somatiques O, flagellaires H, ou capsulaire K 

(r-antigene— Vi-)7~C'et--antigene capsulaire masque- rantigene-O- et . est r^veld apres. - 
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chauffage. Les antig^nes O correspondent au lipopolysaccharide du LPS. Certaines 
souches peuvent perdre tout ou partie de ce pouvoir anlig^nique : formes R ou T. 
L'antigenc H est soumis a un ph6nomcne de variation de phase : tl peut se trouver 
sous deux formes denommdes 1 et 2. 

5 Premiere cause de toxi-infeclion alimentaire collective (TIAC), la 

salmonellose represente a elle seule environ les 2/3 des TIAC. Ces demi^res annees 
ont vu une augmentation spectaculaire, en incidence et en gravity des cas de 
salmonelloses humaines. Par rapport k 1980, certains pays ont connu une 
multiplication de incidence par 20 sur les dix ou quinze demi^res annees. Lorsqu*on 

10 a 6tudi6 de mani^re plus approfondie les epidemics, on a d^couvert que la majorite 
des cas avaient pour origine des souches, ou plus exactement des serotypes de 
SalmQnella enteritidis et Salmonella typhimtirium. La situation s*est encore aggrav^e 
depuis le ddbut des annees 1990 : des souches de 51 iyphimurium, r^sistantes h de 
nombreux antibiotiques, sont appanies et sont susceptibles de devenir un grave 

15 probleme de sante pubiique. 

L'Stre humain contracte surtout les salmonelloses en consommant de la 
nourriture contaminee d'origine animale, crue ou pas assez cuite (principalement de 
la viande, des volailles, des oeufs et du lait), bien qu'un grand nombre d'autres 
aliments aient ete impliques dans la transmission. L'agent causal passe dans la 

20 chaTne alimentaire a partir de la production primaire ou lors d'une contamination 
crois^e avec des aliments a domicile ou dans des services de restauration collective 
ou des institutions comme les hopitaux. La bact^rie se multiplie encore a + 5°C/+ 
12°C voire a une temperature inferieure a + S'^C. Elle survit bien ^ la congelation, la 
salaison et la ddshydratation. 

25 La transmission de personne h personne est rare dans les pays 

d6velopp^s mais se produit parfois, notamment dans les institutions comme les 
services de soins n^onatals ou les residences pour pcrsonnes Sg6es. 
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Sur le plan dpiddmtoiogique, sont class& en fonction de leur adaptation 
S I'hote humain ou animal et les antigenes somatiques 0, trois groupes de 
salmonellcs : 

- le groupe B (51,8 % des cas), par example Salmonella typhimurhwi et 
5 Salmonella paratyphi B, provoque des flevres enl^riques uniquement chez I'etre 

humain et les primates superieurs. II se caracterise par des souches qui expriment 
Tantigene somatique 4 systematiquement et les antigenes 1, 5, 12 et 27 selon les 
sous-espcces concern6es, 

- le groupe D (19,1 % des cas) donne des maladies chez certains 
JO animaux. Salmonella dublin chez les bovides, Salmonella cholerae-snis chez le pore 

et Salmonella enieritidis, mais rarement chez i'homme. Toutefois, lorsque Taffection 
touche I*etre humain, elie prend souvent un caractere invasif et peut etre mortelle. 
Les salmonelles composant ce groupe expriment toujours Tantig^ne 9 et selon les 
sous-esp^ces les antigenes 1 et 12, 
i5 . - les bactdries du groupe C (20, 3 % des cas) expriment les antigenes 

6,7 ; 6,8 ou 8, celles du groupe E (6,2 % des cas) les antigenes 3,10 ; 3,15 ; 1,3,19 ; 
celle du groupe G (1,2 %) les antigenes (13,22; 13,23); celles du groupe K 
Tantig^ne 18 et celle du groupe A (0,24 % des cas) Salmonella paratyphi A les 
antigenes 1,2. 

20 La dose infectante de Salmonelles est de Pordrc de 100 000 germes. Les 

symptdmes cons^cutifs ^ I'ingestion d'une telle dose sont des fi^vres typhoTdes, 
lorsque les serovars incrimin^s sont Salmonella typhi et paratyphi A, B et C (House 
et al, 2001). Apres une duree d*incubation variable de 1 a 25 jours, la maladie se 
declenche avec des syndromes digestifs (diarrh^es, douleurs abdominales, 

25 vomissements) avant d'entrer dans une phase septicdmique lymphatique avec fievre 
et torpeur. Cette manifestation est due k Faction au niveau c^r^bral d*une 
endotoxine neurotrope, le LipoPolySaccharide (LPS). Des serovars moins 
pathog^nes comme Salmonella enteritidis^ typhi mnriwn^ cholera suis^ dublin etc.. 
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sont eux responsables de toxi>infections alimentaircs inoins s6v^res que l*on appelle 
salmonelloses- 

Les ent<Erobacteries pathogenes dont fail partie Salmonella^ peuvent etre 
reclierch^es directement sur des milieux selectifs qui inhibent la croissance des 
5 bacteries Gram (+) et partiellement des coliformes, de Proteus et autres Gram (-). 
Ces milieux contiennent pour cela des extrails de bile, de desoxycholate de citrate, 
de sulfate ou de vert briliant en combinaisons divcrses. 

Le test de la P-gaiactosidase permet de distinguer entre les souches de 
salmonelles (P-Gal -) et celles de Shigella (p-Gal +). Ces deux germes bactdriens 

10 poss6dant des conditions de culture tres proches, sont frcquemment rencontres 
conjointement. Une caracteristique particulifere de Salmonella est sa capacity a 
m^taboliser Pacide caprylique (activity C8 esterase). La mesure de Tactivit^ 
caprylate esterase est utilisee dans un test utilisant la 4-methylumbelIiferone qui 
fluoresce lorsqu'elle est excitee par des UV (Humbert et al.^ 1989 ; Olsson et al 

15 1991). Certains milieux de culture utilisent une combinaison de 2 substrats 
chromog^nes car les Salmonelles sont P-galactosidase negatives et glucuronate 
positives (milieux de culture SMID). 

J) Compositions 

20 a. Base d'enrichissement non selectif. 

Tryptone peptone 5 a 15 g/L, concentration preferee 10 g/L, NaCI, 10 h 
30 g/L, concentration preferee 20 g/L, Exlrait de levure 5 a 15 g/L, concentration 
preferee 10 g/L, D-Glucose 0,5 a 3 g/L, concentration preferee I g/L, Na2HP04 5 a 
15 g/L, concentration pr^f6r^e 9,6 g/L, KH2PO4 0.5 a 3 g/L, concentration preferee 

25 1,35 g/L. 

La tryptone peptone et I'extrait de levure sont la source d'azote, de 
carbone, de vitamines et de min^raux. Us permettent la production des antig^nes. Les 
sels de Na2HP04 et KH2PO4 permettent d'ajuster le pH du milieu a 7 ± 0,2, pH 
optima] de croissance pour Salmonella^ et de tamponner le milieu au cours de 
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renrichisscment. La forte concentration en NaCI a pour but d'inhiber les 
cnterocoqucs. 

h. Supplements de revivification. 

Pyruvate de Na 1 a 10 g/L, concentration prcf^ree 5 g/L, Thioglycolate 
5 de Na , 0,5 a 5 g/L, concentration pr6feree 2,5 g/L, Catalase 5 000 u/L. 

Le pyruvate et le thioglycolate de Na est ajoute pour participer a la 
stimulation du metabolisme des organismes stress^ (Bailey and Cox, 1992), La 
catalase intervient dans I'elimination des especes reactives de I'oxygene, toxiques 
pour les microorganismes et potentiellement presents dans les aliments. La 
10 temperature d'incubation est comprise enlre 20 et 40*^C, de preference 35°C. 

c. Complement d'inductiort de Vactivite capryiafe esterase. 
Le 4-Ditrophenyl caprylate est un substrat de la caprylate esterase; sa 
presence dans le bouillon d'enrichissement permet rinduction de Texpression de 
cetle enzyme et sa detection par cytom^trie en flux. 
15 d. Complement selectif. 

Vert brillant 1 i 10 mg/L, concentration pr^f6r6e 5 mg/L, pour inhiber la 
croissance des bacteries Gram +, Sulfapyridine k Ig/L pour inhiber le 
developpement des E. coli notamment. 

Ces complements ne g6n^rent pas d*autofluorescence contrairement aux 
20 complements utilises traditionnellement (par exemple sodium taurocholate ou autres 
sels billiaires, rouge de phenol, citrates ferriques,..) qui sont responsables soit d'une 
forte autofluorescence du milieu, soit de la formation d' incrustations (coips 
refringents) dans les bacteries. La temperature d'incubation, en presence des 
supplements d'induction de I'activite caprylate esterase et des supplements selectifs, 
25 est de 20 a 40°C (de preference 35°C)- La duree d'incubation en presence de ces 
supplements est de 6 a 15 heures en fonction du seuil de detection recherche. 
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2) Immunoconcentration 

La reaction est r^alis^e avec des billes magnetiques (par exemple les 
Dynabeads^-Salmonella, diametre 2,8 psn, Dynal Biotech) selon les 
recommandations du foumisseiir. 
5 Differents anlicorps sont utilises sur les billes : 

- un anticorps specifique de Salmonella du commerce (par exemple 
r6f«Srence 2302-50, BD Diagnostic Systems) pour un marquage direct. Get anticorps 
dirig6 contre les antigenes 1, 4, 5 et 12, permet de detecter les Salmonella du groupe 
D, 

JO - un s^rum specifique de Salmonella d6velopp6 en inoculant des 

bact^ries inactiv^es a un lapin, lesdites bacteries ayant au pr^alable dte cuitiv^es 
dans le bouillon de conditionnement. 

Cette ^tape peut etre realis^e indirectement avec une premiere reaction 
en presence d'un anticorps primaire (un des deux cites ci-dessus) non greffe sur des 

15 billes puis une immuno-concentration r^alis^e avec des billes .recouvertes d'un 
anticorps secondaire reconnaissant Tanticorps primaire (par exemple Dynabeads M- 
280 sheep anti-r^ibbit IgG, diametre 2,8 jim, rtftSrence 112-01, Dynal Biotech). 

3) Marquage cnzymatique : detection de I'activite caprylate 

20 esterase^ 

Lc substrat pref^rentiellement utilise est la fluoresceine-dicaprylate. Une 
solution m^re est preparee dans de rac6tone k une concentration de 10 ^ 400 fiM. La 
concentration finale utilisee est de 1 a 40 \xM, de preference 10 jiM. L*incubation en 
presence du substrat se fait de preference a 37°C pendant 30 minutes a 1 heure puis 
25 les microorganismes sont imniediatement places a 4*'C. 



1 er depot 


Exemple 3 : detection sp^cifique dc Siaphyhcoccus aureus 
Froc^dure pour activer I'euzyme phosphatase, I'expression des 

antigenes de surface de Staphylococcus aureus, ct detection par cytometric cn 

flux. 

5 Stophylococctis aureus appartient a la famille des micrococaceae. C'est 

une coque Gram positif, non sporul^e, immobile, de diametre moyen compris entre 
0,8 et 1 pm en moyenne. Son melabolisme respiraloire est fermcntatif. JI est catalase 
+ et pour la majority de ces souches coagulase +. 11 est responsable de nombreuses 
maladies : septicemie, conjonctivite, endocardite et ost^omyelite (Sheagren J. N., 
10 1984). 

La prot^ine A et les domposants de la parol celluJaire sptoTiques de 
Staphylococcus atireus, sent masquds lorsque les souches sont cuitiv^es sur un 
milieu d'induction des exopolysaccharides. Ces polysaccharides constituent une 
capsule et sont produits par environ 90 % des souches de Staphylococcus aureus. 1 1 

15 serotypes capsulaires ont 6x6 d^crits, mais la plupart des souches isolees 
appartiennent aux serotypes 5 et 8 (Arbeit et ah, 1984; Sompolinsky et al.^ 1985). 
L*expression des serotypes CPS et CPS de Staphylococcus aureus est largement 
influenc^e par les conditions environnementales et les conditions de croissance 
bacteriennes. La production de CPS est inhib^e par un fort taux d'extrait de levure 

20 Dassy et ses collaborateurs (1991) et Ouyang et ses collaboratcurs (1999) montrent 
!e meme effet inhibiteur de Textrait de levure sur la production de la microcapsule 
CP8. 

Les ant [corps produits contre Staphylococcus aureus sont soit 
capsulaires soit membranaires. Pour une d(ftection immunologique de ces bact^ries, 
25 11 faut utiliser un melange de ces deux types d'anticorps (comme cela est fait pour le 
test Pastorex Staph plus, Biorad) ou empecher la production de la capsule 
exopolysaccharidique avant de proc^der a la reaction de reconnaissance antig^ne- 
anticorps- C'est cette deuxieme strategic que nous avons choisi de developper, avec 
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la mise au point d'une composition de revivification inhibant Ja production de la 
capsule polysaccharidique. 

1) Compositions 
5 a Base d'enrichissement non selecfif. ' 

Peptone de viande : concentration preftree 8 g/L, peptone de caseine : 
concentration pr^Krde 2 g/L, extrait de levure : concentration preferee 10 g/L, extrait 
de viande : concentration prdfer6e 5 g/L. Les peptones de vlajide et de cas^inc et les 
extraits de levure et de viande sont la source d'azote, de carbone, de vitamines et de 
10 mineraux. lis permettent la croissance de Staphylococcus aureus et !' inhibition de la 
formation de la capsule. 

b. Supplement de revivification. 

Pyruvate de Na 1 a 10 g/L, concentration prdfi^r^e 5 g/L, Thioglycolate 

to 

de Na , 0,5 a 5 g/L, concentration prdKr^ 2,5 g/L, Catalase 5 000 u/L. 
i5 Le pyruvate et le thioglycolate de Na est ajout6 pour participer a la 

stimulation du metabolisme des organismes stresses (Bailey and Cox, 1992). La 
catalase intervient dans Pelimination des especes i^ctives de I'oxygene, toxiques 
pour les microorganismes et potentiellement presents dans les aliments. 

c. Complement de repression de I 'aciivid phosphatase alcaline, 
20 Phosphate inorganique 0,3 %. 

L'activite phosphatase est une des activites associees au pouvoir 
enterotoxinogenes des germes, et est done indiqu^e pour une detection de 
Staphylococcus aureus. 

L'activite phosphatase alcaline est constitutive chez Slapliylococcus 
25 aureus (Soro et al.^ 1990). Cependant, etant r6prim^e par le phosphate chez certaines 
souches de Staphylococcus non aureus (Soro et al^ 1990), il est utile d'ajouter des 
ions phosphates dans le milieu. 

d. Complement silectif. 

Glycine 12 g/L, LiCI 5 g/L, deferoxamine 0,05g/L 
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Le chlonire de lithium est un inhibiteur des Bact^ries a Gram negatif. La 
glycine est un inhibiteur des bacteries a Gram positif et stimule la croissance des 
Slaphylocoques. La deferoxamine inhibe la croissance de Staplrylococciis epidermis^ 
qui est le seul staphylocoque avec S, aureus a posseder une activite phosphatase. 

5 

2) Immunoconcentration 

Diff6rents anticorps peuvent etre utilises sur !es billes : 

un serum sp6cifique de Staphylococcus aureus du commerce 
(reference 50-L030, AGROBIO) pour une fixation directe de l^anticorps sur les 
10 anligenes membranaires, 

- un anlicorps specifique de Staphylococcus aurem d^velopp^ en 
inoculantdes bact6ries inactivees a un lapin, qui se sont developpees dans le milieu 
de condiiionnement. 

Cette ^tape peut etre r&lisde indirectement avec une premiere reaction 
15 en presence d*un anticorps primaire (un des deux cites ci-dessus) non greffe sur des 
billes puis une immunoconcentration r6alis6e avec des billes recouvertes d'un 
anticorps secondaire reconnaissant Tanticorps primaire (par exemple Dynabeads M- 
280 sheep anti-rabbit IgG, diametre 2,8 pm reference 1 12-01, Dynal Biotech). 

20 3) Marquage enzymatique. 

a. Detection de I 'activite phosphatase alcah'ne, 

Le substrat fluoresceine-diphosphate (reference F-2999, Molecular 
probes) permet de detecter Tactivit^ phosphatase alcaline. U est prepare par 
dissolution dans du Tris-HCI 100 mM pH 8,0 a la concentration de 10 mM, puis 
25 dilue a 1 mM dans du PBS. La reaction de marquage se fait avec 25 j.il de la dilution, 
ajoutes au surnageant de decrochage de T immunoconcentration et a 125 |il de PBS 
pendant 15 min h Sl^'C, Au cours de la reaction, la fluorescein est lib^ree et devient 
fluorcscente (excitation/emission 490/514 nm). 


m • 
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Ce marqueur presente une specificity vis a vis de ccrtaines especes de 
Staphylocoques (aureus et epidermis) de Micrococms lufeus , Escherichia coh\ et 
de quelques especes de Streptocoques. La combinaison du bouillon et de I'immuno- 
concentration permet d'eliminer les souches susceptibles d'etre positives au 
5 marquage fluorescent. La deferoxamine inhibe la croissance de Staphylococcus 
epidermis. 

Example 4 : Detection d'Escherichia coli 

Procedure pour activer Tenzyme glucuronidase, l^expression des 
W antig^nes de surface de Escherichia coii et la ddtection par cytometric 

Thomas ESCHERICH a d^couvert cette bact^rie en 1855. De la famille 
des Enterobacteriaceae^ Escherichia coli est un genre bact^rien dans lequel on ne 
retrouve qu*une seule esp^ce ; mais 11 existe plus de 1000 types antigeniques. Ces 
serotypes sont d^finis seJon leurs antig^nes somatiques O (171), capsulaires K (80) 
15 et flagellaires H (56). De plus, les antigenes K sont subdivis& en types A, B ou L. 
Le type B est rencontre exclusivement dans les souches associees aux diarrhees 
infantiles. 

Assez courte (2 i 3 jam x 0,7 ^m), on la trouve isol^e ou groupee par 2 
ou plus rarement en amas. Elle peut apparaitre sous forme cocco-bacillaire ou 

20 filamenteuse dans les cultures Sg^es. Sa mobility p^ritriche est tres reduite, voire 
nulle (ex serotype Ol 11). Sa culture est tres facile avec une grande tolerance de 
variation de pH (pH optimum 7,5). La temperature optimale de croissance est de 
37''C, mais elle pousse entre IS^'C et 45^*0 et se multipiie encore a + S^'C Elle 
resiste bien a la chaleur : incubee a 45''C, elle fermente le glucose, le mannitol et le 

25 lactose avec production importante de gaz. Elle resiste § Tacidit^ et h la congelation. 
Elle reste relativement sensible aux antibiotiques et comme toutes les 
enterobacteries elle reduit les nitrates en nitrites. Elle fermente le glucose et le 
lactose el irregulierement le saccharose et la salicine. La plupart possedent une 
activite lysine decarboxylase. 
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E. coli est un gcrme habituel de la flore intestinale de tous les animaux, y 
compris les humains. C'est un commensal de Tintcstin qui represente 80 % de la 
flore intestinale aerobie. Le germe se retrouvc dans les mati^res ftcales. De la, 11 se 
r^pand dans la nature : sol et eaux. Sa presence dans le milieu cnvironnant signe 
5 toujours une contamination fecale. Sa mise en Evidence dans I'eau constitue le 
principe des tests colorimetriques. 

On retrouve des Escherichia coli principalement dans les viandes crues 
ou insuffisamment cuites (boeuf, volaille) et les matieres fecales d'origine animale et 
humaine. L'opdration de hachage des viandes constitue une source de contamination 
10 favorisee par ce germe. Normalement, E. coli a plutot une fonciion de suppression 
de bact^ries nuisibles et permet de synthetiser de nombreuses vitamines, car seule 
une minorite de souches d'JE". coli sont capabjes de causer des infections.humaines. 

Les Escherichia coli sont classes en plusieurs groupes ou pathovars en 
fonction de leur pathogenicity. Cette pathogenicite est presque toujours bas^e sur 
15 une capacity d'adhesion a diffyrents recepteurs cellulaires. Les Escherichia coli 
appartenant a ces pathovars sont distingu6s syrologiquement par : 

- des antigenes somatiques O : il existe 1 80 varietfe dont une trentaine 
sont frdquemment rencontrees chez les souches pathog^nes ECEP de type I (026, 
055, 086, 0111, 0119, 0125-0128, 0142...), ECEP de type JI (018, 044, 0112, 

20 0114...), ECEI (028, 029, 0124, 0136, 0143, 0152...), ETEC (06, 08, 015, 020, 
025...) ECEH (026, 0113, 0121, 0145, 0157...), 

- des antigenes capsulaires K de nature polysaccharidique A ou B (une 
dizaine de types importants de B chez les ECEP ou de nature proteique L (de pili en 
particulier les antigenes CPA), 

25 - des antigenes flagellaires H, importants pour les ECEH dont le serotype 

le plus courant est 0 1 57 : H7. 

La plupart des souches pathog^nes est caracterisee par un serotype 
particulier de type OxKyHz. 
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Lorsqu' E. coli est responsabJe d'une diarrhee aiguc, on peut le classer 
selon qualrc pathotypes; enteropalhogene (EPEC), ent^roenvahisseur (ou 
enteroinvasifs -ElEC), ent^roh^morragiques (EHEC) et enterotoxinogcne (ETEC). 
Les souches se caracterisent par leur capacite de produire une enterotoxine dont 
J'action sur les enterocytes pcrturbe les fonctions d'absorption normalement assur^es 
par la muqueuse intestinale. Ces microorganismes peuvent 6tres presents dans 
certains aliments, comme le boeuf hach6, et dans l*eau ou iis trahissent une 
contamination fdcale. 

11 peut, s'il arrive a franchir les muqueuses intestinales O^sions de la 
parol intestinale), devcnir pathog^ne et peut determiner des infections urinaires, 
biliaires, g^nitales appeldes colibacilloses, et tr^ exceptionnellement une 
septiqemie. 11 se comporte en pathogtoe opportuniste. 

1) Compositions 

a. Base d'enrichissement non selecfif. 

Tryptone peptone 10 a 30 g/L, concentration preferee 20 g/L ; Extrait de 
levure 5 a 15 g/L, concentration pr^Kree 10 g/L; NaCI 1 a 10 g/L, concentration 
preferee 5 g/L ; D-Lactose 1 a 10 g/L, concentration pr6fer6e 5 g/L ; Na2HP04 5 h 
15 g/L, concentration prefdr^e 9,6 g/L, KH2PO4 0,5 a 3 g/L, concentration preferee 
1,35 g/L 

La tryptone peptone et I'extrait de levure sont la source d'azote, de 
carbone, de vitamines et de mindraux. lis permettent la production des antigenes. Les 
sels de Na2HP04 et KH2PO4 permettent de taniponner le milieu. 

b. Supplements de revivification. 

Pyruvate de Na 1 a 10 g/L, concentration pref6rde 5 g/L, Thioglycolate 
de Na , 0,5 a 5 g/L, concentration preftr^e 2,5 g/L, Catalase 5 000 u/L 

Le pyruvate et Je thioglycolate de Na est ajout6 pour participer a la 
stimulation du metabolisme des organismes stresses (Bailey and Cox, 1992). La 
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calalase intcrvient dans r^limination des especes rdaclives de I'oxygene, loxiques 
pourles microorganismes et polenliellemenl presents dans les aliments. 

c. Complement d 'induction de Vactivite glucuronidase. 

Le 4 nitrophenyl B,D-glucuronide est un substrat de la glucuronidase; sa 
5 presence dans le milieu de conditionnement permet IMnduction de i'expression de 
celte enzyme et sa detection par cytomdtrie en flux. I! est ajoute au milieu de 
conditionnement dans les proportions variant de 0,5 a 5 mM, de preference 1 mM 
fniai. 

d. Complement seleciif 

W Sels biliaires 0,5 a 5 g/L, de preference 1 ,5 g/L 

lis sont utilises pour inhiber le ddveloppement des bacteries Gram +, 
particiilierement les bacteries sporulantes et les streptocoques fiScaux, et pour 
stimuler la croissance d'Escherichia coll La temperature d'incubation en presence 
des supplements d'induction de Tactivite glucuronidase et des supplements seiectifs 
15 est de 20 a 50°C, de preference 37**C. 

La duree d'incubation en presence de ces supplements est de 6 a 15 
heures en fonction du seuil de detection recherche. 

2) Immunoconcentration 

20 Differents anticorps peuvent etre utilises et greffes sur les billes : 

- un anticorps specifique de Escherichia, coli du commerce pour un 
marquage direct, 

- un anticorps specifique de Escherichia coli developpe en inoculant 
des bacteries inactivees a un lapin, lesdites bacteries ayant prealablement pousse 

25 dans le milieu de conditionnement. 

Cette etape peut etre realisee indirectenient avec une premiere reaction 
en presence d'un anticorps primaire (un des deux cites ci-dessus) non greffe sur des 
billes puis une immunoconcentration realisee avec des bilJes recouvertes d'un 
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anticorps secondaire reconnaissant I'anticorps primaire (par exemple Dynabeads M- 
280 sheep anti-rabbit IgG, diam^tre 2,8 |.im reference 112-01, Dynal Biotech). 

3) Marquage enzymatique : detection de Tactivit^ glucuronidase 
5 Le substrat preferentiellement utilise est I'acide fluoresc^ine-di-p-D- 

glucuronique. Une solution nn6re est preparee a une concentration de 10 mM dans un 
melange HjO/DMSO/EtOH en proportions 8:1:1. Une solution de travail est 
preparee a 2 mM dans H2O. La concentration finale utilisee est de 50 a 500 ^iM, de 
preference 160 pM. 

10 L'incubation en pr6sence du substrat se fait de preference a pendant 

30 minutes a 1 heure. Les bact^ries sont perm^abiiis^es temporairement par addition 
de 15 pi d'isopropanol pendant 5 minutes a 37°C. Les microorganismes fluorescents 
sont alors imm^diatement places a 4°C avant analyse. 

75 Exemple 5 : Detection de Mycobacterium avium pa ratuberculosis 

Procedure pour aictiver Tenzyme palmitatc esterase et I'expression 
des antig^nes de surface de Mycobacterium avium paratuberculosis^ et detection 
par cytometrie en flux 

Mycobacterium avium paratuberculosis est une bacterie i Gram positif 

20 et alcoolo-rdsistante qui mesure de 0,5 a 1,5 jim. Elle forme des colonies blanches et 
rugueuses sur le milieu de culture Herroid's egg yolk (HEY^4). II s'agit d'un micro- 
organisme au developpement tres lent : les colonies sur un milieu solide sont 
visibles apr^s 3 a 4 mois de culture. La presence de supplements nutritifs dans le 
milieu n'amdliore pas sa vitesse de croissance (Cocito et a!., 1994). 

25 Les mycobacteries sont notamment r^sistantes aux facteurs physiques et 

chimiques. M. avium paratuberculosis est apparemment Tune des bacteries les plus 
resistantes de cette famille, ce qui explique sa capacity a survivre si longtemps dans 
I'environnement. Certains facteurs sont susceptibles de diminuer son temps de 
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survie dans renvironnement : la s^cheresse, I 'exposition au soleil, un pH superieur a 
7,0 et un terrain pamnre en fer. 

M. avium paraiuherailosis est proche phylogen^tiquemenl d'aiitres 
especes appartenant a la meme famillc : 11 presenlc une homologie de TADN 
5 sup^rieure h 99 % avec M avhtm avium. Cettc forte homologie gen^tique se traduit, 
en consequence, par un nombre eleve d'antigenes communs. Cela represente un 
probleme non negiigeable lorsqu'on utilise des tests immunologiques directs pour 
d^tecter specifiquement Jes souches de M avizwi paratiiberculosis. 

Les techniques actuelles couramment utilis^es par les laboratoires 
JO d'analyses pour la detection de la bact^rie hfycobacterium avium pai-alubercidosis 
repose sur trois technologies diffdrentes : . la s^rologie, la methode PGR, la 
coproculture. 

L*analyse sdrologique est une m^thode indirecte basde sur la detection 
des anticorps anti Afycobacterlum avium paratubercvlosis ; elle permet d'obtenir des 
15 resultats en 24 heures, mais Tabsence d'antigenes specifiques diriges contre les 
anticorps anti-mycobacterium, rend ces tests moins sensibles que la coproculture 
(37%). 

La technique PCR est une analyse directe, rapide (24 heures), sensible, 
mais ne permettant pas de mesurer ni de diffiSrencier les bacteries mortes des 
20 vivantes. C'est un probleme dMmportance lorsque Pon veut analyser des produits 
alimentaires qui ont subit une sterilisation. En effet, il peut persister dans des 
produits ayant subis un stress physique important de PADN provenant de bacteries 
mortes. Une m^thode de detection de PADN donnerait done des resultats faussement 
positifs. 

25 La coproculture est une melhode sensible, fiable, mais tres longue : les 

resultats sont obtenus en 3 a 4 mois. 

Le protocole presente ci-dessous decrit une m^thode d*analyse, a partir 
de feces bovins, permettant de determiner la presence de Mycobacieriimi avium 
— -paratiibereulosis et de la quantifier dans un d^lai court (5 a 7 jours). 


m 
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Par ailleurs, la quantity de bact^ries pathog^nes pr^sentes dans les feces 
varie de ra9on iinportante au cours du cycle de Tinfection ; aussi, une dtapc de 
revivification / enrichissement de la bacterie est introduite afin d'ameliorer la 
sensibilite de la ddtection, notamment lors des stades pr^coccs de d^veloppement de 
P infection a Mycobacterium avwm paratubercidosis. 

1) Compositions 

a) Base d^enrichissenieiU non select if. 

Infusion Coeur-Cerveau 37 g/L, Glycerol 2,7 %, Asparagine 2g/L; 
Tween 80 0,1 %, Mycobactine J 2ml (Synbiotics Corporation ; ref. AMCE), S^rum 
de veau fcetal 10% (SVF ; Invitrogen). Ce milieu de conditionnement est une 
preparation permcllant dans un premier temps de revitaliser les bacteries stress^es 
et/ou ayanl une activity m^tabolique rdduite et dans un second temps, de favoriser 
selectivement, la croissance de Mycobacterium avium paratuberculosis dans le 
milieu. 

b) Supplement de revivification. 

Pyruvate de Na 1 a 10 g/L, concentration prtf^ree 5 g/L, Thioglycolate 
de Na , 0,5 ^ 5 g/L, concentration pr^fir^e 2,5 g/L, Catalase 5 000 u/L. 

Le pyruvate et le thioglycolate de Na est ajout^ pour participer a la 
.stimulation du mdtabolisme des organismes stress& (Bailey and Cox, 1992). La 
catalase intervient dans I'^limination des esp^ces reactives de I'oxygene, toxtques 
pour lesmicroorganismes et potenti el lement presents dans les aliments. 

c) Complement selectif. 

Acide nalidixique 50 mg/L, Vancomycine a 50 mg/L. 

d) Complement d*induction. 

Le 4-nilroph6nyl palmitate concentration de 0,5 a 5 mM, concentration 
preferee 2 mM. 

L'enzyme palmitate esterase est une enzyme inductible chez 
Mycobacterium avium paratuberculosis. Le 4-nitrophenyl-pajmitate est un substrat 
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dc cette enzyme. Son addition dans le bouillon dc conditionnent perrnet Tinduction 
de l*expression de cette enzyme et sa detection par cylomelrie en flux. 

Les bacteries du Mycobacterhmi avium paratubercuhsis prdsentes dans 
les feces bovins, bien que possedant un potenliel infectieux important, ne sonl pas 
5 aptes dans la plupart des cas a se developper rapidement dans un milieu approprie. 
Soit elles sont stress^es par leur environnement, soit elles presentent une aclivjte 
metabolique rdduite, qui est a I'origine de leur croissance tres lento. Le pyruvate dc 
sodium utilise dans le milieu MCD8 possede des propriet^s de revivification en 
agissanl probablement sur ie cycle de Krebbs. Par ailleurSj il est admis qu'un milieu 

W rich'e en acides gras, et particuli^rement en acide palmitique et acide oleique (Tween 
80), favorise le ddveloppement des microorganismes et particuli^rement de 
Mycobacterium avium paratuberctdosis. La mycobactine J, en agissant comme un 
ch^lateur d'ions Fe"^"*", favorise J 'entree dc cet ion indispensable a la croissance du 
mycobacterium. Enfin, le d^veloppement de Mycobacierium avium paratubercuhsis 

15 s'accompagne toujours d'une liberation de molecules toxiques de peroxyde 
d'hydrogene (HjOz). La catalase, pr6sente dans le milieu, perrnet d'dliminer ces 
produits issus du mdtabolisme cellulaire. Les deux anlibiotiques, a large spectre, 
additionnes au milieu pennettent de limiter le d^veloppement d'autres souches 
bact^riennes inilialement pr6sentes dans les feces. La phase d'enrichissement dans le 

20 milieu de condilionnement est pr^conis^e pour une dur^e minimale dc 5 jours ; de 
tres bons resultats sont obtenus avec 7 jours dMncubation. 

2) Jmmuiio concentration 

DifT^rents anticorps peuvent etre utilises etgreffes sur les billes : 
25 - un anticorps sp6cifique de Mycobacterium avium du commerce pour 

un marquagedirecle (Biodesign International), 

un anticorps sp^ciflque de Mycobacterium avium paraiuhercuhsis 
developpe en inoculant des bactdries inactivdes a un lapin, lesdites bacteries ayant 
prdalablemcnt pousse dans le milieu de conditionnement. 
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Cette etape peul etre r^alisee indircclement avcc une premiere reaction 
en pr&ence d*un anticorps primaire (un des deux cites ci-dessus) non grefl^ sur des 
billes puis une immunoconcentration realisee avec des billes recouvertes d'un 
anticorps secondaire reconnaissant Tanticorps primaire (par exemple Dynabeads M- 
J 450 Goat anti-mouse IgG, diamelre 4,5 jam Dynal Biotech); 

3) Marquage enzymatique 

A la suite de T^tape d'immuno-concentration magnetique, 
Mycobacterfum avium paratuhercnlosis est revdle par un fiuorochrome specifique 
10 de son activite enzymatique globale. Ce marquage permet de mettre en evidence les 
bacteries vivantes, potentiellement infectieuses et virulentcs. 

a. Deteclion de I 'activite palmitate esterase. ^ 
Le substrat pref&entiellement utilise est la fluoresc6ine-di-palmitate. . 
Une solution mtre est pr^paree dans de Fac^tone a une concentration de 10 a 400 
75 mM. La concentration finale utilisee est de 1 a 40 ^iM, de pr6f(6rence 10 [xM. 

LMncubation en presence du substrat se fait de pref<5rence k 37°C pendant 30 min a ^ 
1 heure. Les microorganismes fluorescents soiit alors imm^iatement places k 4**C j- 
avanl analyse 

20 Example 6 : Detection de Legionella pneumophUa 

Legionella est un bacille k Gram negatif, non sporule, aerobie strict et 
mesurant de 0,2 k 0,5 ^m. De forme coccobacillaire dans les tissus infectes ; il est 
prdsent sous une forme filamenteuse sur milieu artificiel, ou il fome des colonies 
gris§tres et polymorphes. Le genre Legionella comprend actuellement 43 esp^ces et 

25 64 s^rogroupes. Leur habitat naturel est I'cau, et est couramment reconnu comme 
parasite intra-cellulaire des amibcs. Responsable de pathologies chez Thomme (les 
l^gionelloses), Legionella pneumophilla 1 est le serogroupe le plus fr^quemment 
rencontre en pathologic (80 % des cas). 
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Les facteurs favorisant la multiplication de Legionella sont la 
temperature de Teau, la pr&ence de btofilms, !a pr^ence d'amibes et la stagnation 
de Teau. 

Legionella se caracterise notamment par une richesse en acides gras 
5 ramifies, inhabituelle pour les germes a Gram negatif. Elle exige pour sa culture de 
la L-cysleine et du pyrophosphate ferrique, qui sont des facteurs de croissance 
indispensables, mais elie n'hydrolyse pas les sucres et ne pousse pas sur des milieux 
geloses au sang. Enfin, elle r6siste a des traitements thermiques et acides forts (100** 
C pendant 10 min ; HCL 0,2 M). 
W Sur milieu artificiel, T incubation de Legionella est r^alisee a 3S^C 

pendant i 0 jours, avec des lectures a 3, 7 et 10 jours ; sa croissance est favorisee par 
2,5%deC02. 

L'identification de Legionella peut 6tre r^alisde de deux manieres 
distinctes : un examen direct par un test d*immuno-agglutination au latex ou par 

IS immunofluorescence a Taide d'anticorps polyclonaux et monoclonaux ; une culture 
sur milieu selectif. L'examen direct pr^sente comme avantage d'etre hautement 
specifique, permeltant ainsi une identification precise du sdrotype ; cependant, cette 
mdthode reste peu sensible et ndcessite un minimum de 10 000 germes/mL pour 
permettre d'obtenir un rdsultat, Ces techniques sont done utilis^es afin dMdentifier 

20 les espdces et serogroupes k la suite d'une culture sur milieu selectif. 

La culture sur milieu selectif gelose pr&ente comme avantage d'etre 
relativement sensible (seuil de detection minimum h, 50 UFC/mL), mais ne permet 
d'obtenir qu'une prdsomption de presence de Legionella, Cette technique doit, 
obligatoirement, etre completee par des examens directs (immunofluorescence 

25 directe ou immuno-agglutination de billes de latex) ou par des techniques de 
biologic moleculaire (PGR). Ces deux techniques prdsentent par consequent comme 
inconvenient majeur d'etre longues : 10 jours avant d'obtenir un resuitat negatif. 
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1) Compositions 

q) Base d'enrichissement non selectif. 

Extrait de levure 10 g/L, ACES 10 g/L, A!pha-c6toglutarate 1 g/L; 
Charbon activ6 4 g/L ; pH 6,9 db 0,2 ; L-cyst^ine 0,4 g/L ; Pyrophosphate ferrique 
0,25 g/L, 

b) Supplement de revivification. 

Pynivate de Na 1 ^ 10 g/L, concentration prefer^e 5 g/L, Thioglycolate 
de Na , 0,5 a 5 g/L, concentration pr^feree 2,5 g/L, Catalase 5 000 u/L. 
Complement selectif. 

Polymixine B 5 mg/L, 2 mg de Vancomycine hydrochlorique 2 mg/L, 
Cycloheximide 16 mg/L. 

Le milieu de conditionnement Legionella poss^de comme base de 
formulation les composants di^crits par Pine et aL (1979); Textrait de levure et le 
tampon ACES, la glycine et la L-cyst^ine sont les composants classiques des milieux 
de cultures permettant Papport de facteurs de croissance, de sels min6raux et 
d*acides amines indispensables au developpement de Legionella \ Pa- 
cetoglutarate est connu comme un puissant activateur de la croissance de la bact^rie. 

Enfin, Legionella pneumophila produisant au cours de sa croissance une 
grande quantite de radicaux libres, ce qui est incompatible avec son developpement, 
le charbon activ^ permet d'eliminer ces molecules toxiques. La duree d'incubation 
dans le milieu de conditionnement est de 24 a 72 heures, preferentiellement 48 
heures, k une temperature d' incubation comprise entre 20 et 50X, de preference 
d'environ 37°C. 

2) Immuno concentration. 

DifiFerents anticorps peuvent etre utilises et grefKs sur les billes : 
- un anticorps sp^cifique de Legionella pneumophilla du commerce 
pour un marquage direct (Abeam UK), 
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- un anticorps specifique de Legionella pnevmophilla developpe en 
inoculant des bacteries inactiv6es a un lapin, lesdites bacteries ayant prdalablement 
pousse dans le milieu de conditionnement. 

Celte ^tape peut etre r^alisee indirectement avec une premiere reaction 
J en pnSsence d'un anticorps primaire (un des deux cites ci-dessus) non greffe sur des 
billes puis une immunoconcentration r^alisde avec des billes recouvertes d'un 
anticorps secondaire reconnaissant Tanticorps primaire (par exemple Dynabeads M- 
450 Goat anti-mouse IgG, diametre 4,5 jim, Dynal Biotech). 

10 3) Marquage enzymatique 

Rhodamine 123^200 mM 

La Rhodamine 123 est un marqueur fluorescent du potcntiel 
membranaire. Une alteration de ce dernier entraine une incorporation moindre de ce 
fluorochromc dans les cellules. La repartition de celte sonde est de I unit6 a 
15 I'ext^rieur de la cellule, 10 000 dans le compartiment cytoplasmique. Cette 
specificity cellulaire alli6e au mode dMncorporation (potentici dependant), fait que 
la fluorescence ^mise traduit ractivit6 globale de la cellule. 

La Rhodamine 123, composante du milieu de conditionnement, va etre 
incorporde au cours de la multiplication de Legionella k Tint^rieur des 
20 microorganismes, et permettre ainsi d'obtenir des bacteries fluorescentes a la 
longueur d'onde d'^mission optimale de 633 nm. 

Par ailleurs, Padjonction d'antibiotiques a larges spectres permct 
d'^liminer les contaminations eventuelles de rechantillon par des bacteries souvent 
associ^es a Legionella, tels que Staphyloccoais aureus ou Pseudomonas aeruginosa. 
25 Ces antibiotiques, agissant en decouplant le potentiel membranaire, indiiisent un 
faible ou une absence de marquage par la Rhodamine 123. 


-0 
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REVENDICATIONS 

1. Precede de detection et de comptage de microorganismes dans un echantillon 
comprenant les etapes de : 

5 a) enrichissement selectif du microorganisme recherche dans I'^chantillon, 

b) conditionnement dudit microorganisme, 

c) concentration immunomagn^tique du microorganisme conditionn^, 

d) marquage fluorescent du microorganisme concentrd, el 

e) detection et analyse de la fluorescence. 

W 

2. Proc^d^ selon la revendication 1, caract^ri$6 en ce que P^tape d'enrichissement 

est realis^e dans une composition comprenant : .. i^:. 

- du pyruvate de sodium k une concentration comprise entre 1 a 2Pr,g/L, de 
pr^ffirence entre 1 a 10 g/L et plus pr^fSrentiellement 4 a 6 g/L, 

/J - du thiosulfate de sodium h une concentration comprise entre 0,5 et 5. g/L, de ^.^ 
prdKrence entre 0,5 et 3 g/L et plus pr^S^rentieJlement encore environ<2 g/L, 

- de la catalase h une concentration comprise entre 500 et 20 000 u/L, de 
preference entre 2 000 et 8 000 u/L et plus pr6f<Srentiellement encore environ ^ 
5 000 u/L. 

20 

3. Precede selon la revendication 2, caracterise en ce que ladite composition 
comprend en outre au moins un antibiotique. 

4. Procede selon i'une des revendications 1 a 3, caracterise en ce que Tetape de 
25 conditionnement est une dtape d' induction d'au moins une activity enzymatique 

specifique du microorganisme recherche comprenant I'ajout au milieu 
d'enrichissement du microorganisme d'au moins un substral non fluorescent 
speciflque de ladite ou desdites enzyme(s). 
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5. Procede selon la rcvendication 4, caracteris^ en ce que les Stapes a) et b) peuvent 
etre realisees simullanement. 

6. Proc6de selon la revcndication 4 ou 5, caracterise en ce que Tetape c) pout avoir 
5 lieu avant I'etape b) ou Petape c) peut avoir lieu aprfes Petape d). 

7. Proc^de selon Pune des revendications 1 a 3, caracteris6 en ce que I'etape de 
conditionnement, dans le cas ou le niicroorganisme recherche est une bacterie 
Gram\ comprend de plus une 6tape d* induction d*au moins un anligene de 

20 surface caracteristique du microorganisme recherch6 comprenant Pajout au 
milieu d*enric]iissement du microorganisnne d'un extrait de levure a une 
. concentration comprise entre 5 et 50 g/L, de preference entre 1 0 et 20 g/L et plus 
preferentiellement entre environ 10 g/L. 

J5 8. Procdde selon Pune des revendications I a 7, caracterise en ce que I'etape de 
... . concentration immunomagnetique comprend Jes Stapes de : 

a) mise en contact du microorganisme recherche, present dans le milieu de 
conditionnement, avec un anticorps dirige contre un antigene specifique de 
ce microorganisme, ledit anticorps etant greife sur une bille magnetique, 
20 b) separation des complexes billes-anticorps-microorganisme du milieu, 
c) separation du microorganisme du reste du complexe. 

9. Procede selon la revcndication 8, caracterise en ce que Panticorps greffe sur une 
bille magnetique est dirige contre un anticorps lui-meme dirige contre un 

25 antigene specifique du microorganisme recherche. 

10. Procede selon la rcvendication 8 ou 9, caracterise en ce que les billes 
magnetiques ont un diametre compris entre I el 20 |im, de preference entre 2 et 
8 \im. 
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1 1. Precede selon I'une des revendications 1^10, caracteris6 en ce que le marquage 
fluorescent des microorganismes recherch6s est realise par Tajout au milieu 
contenant lesdits microorganismes d'au moins un substrat comprenant une partic 

5 specifique de l*activite enzymatique a reveler ct une partie marqueur, 

12. Procede selon la revendication 11, caract^risc en ce que la partie marqueur est 
constituee d'un marqueur fluorog^ne excite a 488 nm choisi dans le groupe 
comprenant : la fluoresc^ine, la phyco^rythrine, la cyanine el Tescuiine. 

JO 

13. Proc6d6 selon la revendication 11 ou 12, caract6ris6 en ce que la partie du 
substrat spScifique de ractivit6 enzymatique a reveler est choisie parmi un acjde 
gras, d'un ose, d*un phosphate et/ou d'un sulfate. ^ 

15 14. Procdd^ selon Pune des revendications 1 h 13> caract^ris6 en ce que la detection 
et Panalyse de la fluorescence permettant la numeration des microorganismes 
sont rdalisees par une technique choisie dans le groupe comprenant:. la 
cytometric en flux, la cytometric sur filtre et la microscopic de fluorescence. 

20 15. Procede selon I'une des revendications 1 a 14, caracteris6 en ce que les Stapes a), 
b), c), d) et e) telles que definies dans la revendication 1 sont precedees d*une 
ctape de filtration de Pdchantillon a analyser. 

16. Proc6d^ selon la revendication 15, caracteris^ en ce que la filtration realis^e au 
25 moyen d'un filtre dont la porosit^ est comprise entre 20 et 150 microns, de 

preference entre 30 et 100 microns et plus preftrentiellement encore d'environ 
63 microns. 
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J 7. Proc6d6 selon la revendication 15, caracl6ris6 en ce que la filtration est r€alisee 
sur line membrane pr^sentant une porosite comprise entre 0,2 et 10 )im., de 
preference entre 0,2 et 5 jim et plus preferentiellement encore entre 0,2 et 
0,5 fim. 

5 

18. Milieu d'enrichissement s^Iectif d'un microorganisme recherche dans un 
echantillon comprenant : 

- une composition nutritive permettant la multiplication dud it microorganisme, 

- une composition de revivification sdlective dudit microorganisme. 

10 

19. Milieu d'enrichissement selon la revendication 18, caracterise en ce qu'il 
comprend : 

- du pyruvate de sodium a une concentration comprise entre I a 20 g/L, de 
preference entre 1 a 10 g/L et plus pref(£rentiellement 4 a 6 g/L, 

15 - du thiosulfate de sodium a une concentration comprise entre 0,5 et 5 g/L, de 

preference entre 0,5- et 3 g/L et plus preferentiellement encore environ 2 g/L, - - 

- de la catalase a une concentration comprise entre 500 et 20 000 u/L, de 
preference entre 2 000 et 8 000 u/L et plus preferentiellement encore environ 
5 000 u/L. 

20 

20. Milieu d'enrichissement selon la revendication 18 ou 19, caracterisd en ce quMl 
comprend de plus au moins un agent antimicrobien. 
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